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摘要 
 生殖障害はヒトや家畜で深刻な問題である．ヒトの生殖障害は肥満，喫煙，精神的スト
レス等により引き起こされる．生殖障害の１つである不妊は，配偶子の機能低下が原因で
ある．我が国の不妊夫婦の割合は年々増加しており，現在は 5 から 6 組に 1 組の夫婦が該
当する．このヒト不妊の増加は，少子化を加速させることが懸念されている．また家畜で
は，夏季の高温・高湿度環境が受胎率の低下を引き起こす．家畜の不妊は食肉や鶏卵の安
定供給に深刻な影響を与えることが懸念されている．現在のヒトや家畜の不妊対策とし
て，生殖補助医療が施されている．しかし，質の悪い精子や卵子が体外受精の成功率を低
下させること，不妊夫婦や畜産農家への経済的負担が増加することから，生殖補助医療に
代わる新たな不妊対策が求められている． 
ストレス依存的な生殖障害の原因は生殖器官内での酸化ストレスレベルの増加が一因と
考えられている．そこで本研究では，不妊の改善に酸化ストレス依存的な損傷に対する生
殖器官の保護が重要であると考えた．酸化ストレスの抑制には抗酸化作用が深く関わる．
この作用を有するポリフェノールの摂取は酸化ストレスの抑制を介して肥満や動脈硬化を
改善することが知られている．そこで本研究は，ポリフェノールを含んだ食成分の摂取は
生殖障害の改善に有効であると考え，「明日葉」に着目した．日本原産の植物である明日
葉は，生活習慣病の予防・改善及び酸化ストレスの軽減作用などの健康機能性を有するこ
とが知られている．また，明日葉の新新種「源生林あしたば」は塩害地域や寒冷地域など
で生育できるため，全国レベルでの大量栽培による家畜への飼料供給を可能とする． 
そこで本研究は，ストレス依存的な生殖障害に対する明日葉の効果を実証すると共にその
作用機序を明らかにすることを目的とした．体内で酸化ストレスに変換される暑熱負荷を
ラットあるいはマウスに与え，酸化ストレス依存的な雌雄の生殖障害を体現し，明日葉の
改善効果を検討した． 
 雄マウスへの暑熱処理は，造精機能及び成熟精子機能の低下を示した．造精機能の実験
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では暑熱処理が精母細胞への損傷を介して，精子濃度や精子の運動機能，産仔数をそれぞ
れ低下させた．また成熟精子の実験では，暑熱処理が成熟精子の運動能力及び胚発生機能
を低下させた．これらの精巣機能の低下に対して，明日葉は顕著な改善効果を示した．さ
らに，マウスだけでなく夏季のブタの精巣機能低下を改善した．これらのことから，明日
葉は暑熱ストレス依存的な造精機能及び成熟精子機能の低下を改善することが明らかとな
った． 
 雌ラット及びマウスへの暑熱処理は，排卵機能と卵子機能の低下を示した．排卵機能の
実験では，暑熱処理が排卵卵子数を低下させた．また卵子機能の実験では，暑熱負荷が胚
盤胞期への発生と産仔数を低下させた．これらの卵巣及び卵子機能の低下に対して，明日
葉は有意な改善効果を示した．さらに明日葉は，夏季のブタの受胎率低下を改善した．こ
れらのことから，明日葉は暑熱ストレス依存的な排卵機能及び卵子機能の低下を改善する
ことが明らかとなった． 
本研究では，暑熱ストレス依存的な精巣及び卵巣機能の低下に，直接的な熱ストレスと
間接的な酸化ストレスの 2 つの作用機序が関わることに着目し，これらに対する抑制作用
が明日葉の改善効果をもたらすと仮定した．熱ストレス抵抗性では，タンパクの変性を改
善するヒートショックプロテイン（HSP）に着目した．本研究の結果では，明日葉は精巣
及び卵巣内の HSP の遺伝子発現量を増加させることや，暑熱ストレス依存的に低下した
精巣特異的な HSP の遺伝子発現の低下を改善することが明らかとなった．また酸化スト
レス抵抗性では，活性酸素種を分解する抗酸化酵素に着目した．その結果，明日葉は精巣
及び卵巣内の抗酸化酵素の遺伝子発現量を増加させ，卵巣内の暑熱ストレス依存的な過酸
化脂質量の増加を抑制した．これらのことから，明日葉は各生殖器官内に抗酸化酵素を介
した酸化ストレス抵抗性と HSP の発現制御を介した熱ストレス抵抗性を付与し，暑熱ス
トレス依存的な生殖障害を改善したと考えられる．  
本研究は，食機能成分が有する不妊の改善効果を分子メカニズムに着目して明らかにし
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た初めての論文である．これらの研究成果は，明日葉がヒトの不妊症及び家畜の夏季不妊
の予防に有効であることを示している．  
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略語 
ACP  Ashitaba chalcone powder 
XA  Xanthoangelol 
4HD  4-hydroxyderricin 
TBARS  Thiobarbituric acid reactive substance 
HE  Hematoxilin eosin 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
MgCl  Magnesium chloride 
NaCl  Sodium chloride 
KCl  Potassium chloride 
EtOH  Ethanol 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
TBE  Tris borate-EDTA 
PCR  Polymerase chain reaction, 
GSS  Gluthathione synthase 
GPx  Glutathione peroxidase 
SOD  Superoxide dismutase 
HO-1  Heme oxygenase-1 
HSF  Heat shock factor 
HSP  Heat shcok protein 
HSPA  Heat shock protein 70 
NRF2  Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
RT  Room temperture 
HTF  Human tubul fluid 
VSL  Straight-line velocity 
VCL  Curvilinear velocity 
VAP  Average path velocity 
ALH  Amplitude of lateral head displacement 
PBS  Phosphate buffered salts 
H2O2  Hydrogen peroxidase 
PMSG  Pregnant mare serum gonadotropin 
hCG  Human chorionic gonadotropin 
F-12 HAM Ham's F12 nutrient mixture 
ATP  Adenosine triphosphate 
NAC  N-acetylcysteine  
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第１章 序論 
 
第１節 不妊の現状と対策 
第１項 ヒトの不妊 
不妊とは，「妊娠を望む健康な男女が避妊をしないで性交をしているにもかかわらず，一
定期間妊娠しないこと」を指す．現在，日本国内では 5.5 組に 1 組の夫婦が不妊であり，夫
婦間の問題の上位に位置する．少子化が進む日本では解決すべき問題の１つである．不妊の
原因は男女半々に由来すると言われているが，歴史的に男性不妊症の概念は比較的に新し
く，かつては根拠もないままに女性側に責任を押し付けることが多々あった．近年では研究
と認知が進み，罹患率も上昇傾向にあるなど，不妊症が女性だけの問題ではないことが認識
されつつある．世界保健機構も，不妊の原因の約 50％は男性に由来することを明らかにし
ている．したがって，ヒト不妊の改善には男女両方に着眼する必要がある． 
男性の不妊症状として, 精子数の減少や精子運動能の低下などの造精機能障害，勃起障害
などの性機能障害が知られている．近年の疫学的研究により，1938 年から 1991 年の約 50
年間で精子濃度は 113×106 sperm/ml から 66×106 sperm/ml へと約 40%低下しているこ
とが示されている[1]. また, フランスやポーランドの研究では，近年の男性の精子濃度減少
と奇形精子の増加が報告されている[2-3]．これらの精子異常は妊娠率の低下をもたらすこと
が考えられ，人類の存続にとって深刻な問題である．男性不妊の原因として，喫煙や肥満に
伴う体内の酸化ストレスレベルの上昇や，精索静脈瘤に伴う活性酸素種の増加と精巣内温
度の上昇の関与が報告されている[4-8]．これらの報告では，男性不妊は体内で増加した活性
酸素種及び熱ストレスが精巣内の生殖細胞に損傷を与えることによりもたらされると考え
られている． 
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女性の不妊症状として，排卵機能及び卵子発生能の低下，子宮の機能障害，生理不順など
の性機能障害が知られている．日本産婦人科学会は，32 歳以上の女性の卵子発生率が著し
く低下することを報告している．現代の日本では，女性の社会進出に伴う初婚年齢の上昇が
報告されており，2016 年では 29.4 歳となっている．そのため，今後の日本社会では，晩婚
化に伴う卵子の質の低下が少子化を加速させると懸念されている[9]．これら女性不妊の原因
として，加齢や肥満に伴う酸化ストレスレベルの上昇が卵巣機能障害を引き起こすことが
報告されている[10-12]． 
これら男女のヒト不妊への対策として，ステップアップ療法が用いられている．この療法
は，不妊治療患者の度合いに合わせてホルモン治療，人工授精，体外受精，顕微授精と段階
的に治療を変える方法である．ステップアップ療法が不妊対策に有効であり，その例として
高度生殖補助医療の１つである体外受精により国内の 2016 年出生児の 5.5％（54410 人）
が誕生したと報告されている. しかし，不妊治療の幾つかの問題点として，女性への肉体的
負担，精神的負担, 夫婦への金銭的負担が指摘されている[11]. さらに体外受精では，奇形精
子の多い男性の精子や 32 歳以上の女性の卵子を使用した場合，受精率の急激な低下を招く
ことが知られている[9,14]．したがって, ステップアップ療法とは別に，精子や卵子の質を向
上させる根本的な解決策が不妊改善に必要である． 
 
第２項 家畜の不妊 
 夏季の高温・高湿度環境は家畜個体の体温上昇を招き，家畜の受胎率を低下させる[15]. こ
れは夏季不妊と呼ばれており, 畜産業では, 食肉や鶏卵の安定供給の面で大きな問題であ
る. 夏季の受胎率は冬の受胎率と比較し，20-30%程度とも言われ，夏季の暑熱ストレスに
よるダメージが秋季の繁殖にまで残り，大きな影響をもたらしている．近年の地球温暖化や
異常気象などの気候変動の問題と相まって, 今後ますますこの夏季不妊は深刻化すること
が予想される. 各種家畜に関する研究は，夏季不妊が雌雄両方に起因することを明らかにし
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ている. 雄では精子数の減少，交尾欲の減退，精子運動能の低下が報告されている[16-17]. 雌
では出産率の低下，流産率の増加，胚の発生率の低下，排卵卵子の質の低下，無発情の増加
が報告されている[18-20]. これらの生殖機能障害は，視床下部や脳下垂体が制御する性ホルモ
ンの異常により引き起こされると考えられてきた. しかし，近年の研究により, 酸化ストレ
スは家畜の夏季不妊に関与することが明らかにされた[21]．  
 これら雌雄家畜の夏季不妊への対策として, 畜舎温度の空調制御, スプリンクラーや扇
風機の設置, 地下豚舎の設立などが施されている[22]．しかし, 各設備投資は畜産農家への
大きな負担であり, 日本の畜産業の衰退を招きかねない. また, 高度技術を利用した不妊対
策として，人工授精や体外受精により生じた受精卵の移植が行われている[23]．しかし, 技
術面及び設備面の課題が多く，すべての畜産農家で行うことは難しいと考えられる．した
がって，暑熱ストレスから精子や卵子の機能を保護することが夏季不妊の改善に重要であ
り，畜舎環境の改善などの従来法とは異なるアプローチを必要としている. 
 
第３項 本論文における不妊研究への着眼点 
 ヒトや家畜の生殖機能は視床下部や脳下垂体から分泌されるホルモンによって制御され
ているため，ホルモンバランス異常がヒトや家畜の不妊の原因であると考えられてきた．
しかし近年の研究により，様々な不妊症に共通して酸化ストレスが深く関与していること
が明らかになりつつある[5, 12]. 酸化ストレスとは，酸化反応により引き起こされる生体に
とって有害な作用であり，活性酸素種と抗酸化作用のバランスにより制御されている．抗
酸化酵素などの体内の消去機能では除去しきれなくなった過剰な活性酸素種が，強力な酸
化作用により遺伝子および蛋白質を変性させ，細胞および器官の機能を低下させる．各生
殖器官での酸化ストレスの増加は，造精機能や排卵機能などの生殖機能の低下をもたら
す． 
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そこで本研究では, 酸化ストレス依存的な不妊モデル動物を作成する必要である．夏季
環境飼育下のウシとブタは，精液及び体内の酸化ストレスレベルが上昇することが先行研
究で報告されている[21, 24-25]. また, 未成熟雌ラットへの暑熱ストレス負荷が肝臓内の酸化
ストレスレベルを増加させることが示されている[26]. そこで本研究は，生殖器官内で酸化
ストレスを誘導できる暑熱ストレス負荷実験を用いて，各種研究を進めた．  
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第２節 本研究の仮説と目的 
第１項 本研究の仮説 
 本研究は暑熱ストレス依存的な生殖障害に対する有効な対策として，“植物の生理機能成
分”の摂取に着眼した. 近年では生活習慣病の深刻化に伴い, 生活習慣の中心となる食生活
の重要性が見直されている． 特に，食由来成分であるポリフェノール類を用いた疾病予防
の研究が盛んに行われている. 赤ワイン成分であるレスベラトロールの摂取は高血圧，心肥
大，肥満の抑制に有効であることが示されている[27-29]．また，オリーブ成分であるヒドロキ
シチロソール及びローズマリー成分であるカルノシン酸の摂取が，生活習慣病に対する予
防効果をもつことが知られている[30-31]. これらの研究は, 生活習慣病に伴う酸化ストレス
の増加を抑制することが各疾病の改善作用に関与すると論じている. 本研究で着眼した暑
熱ストレス依存的な生殖障害では, 体内で増加した酸化ストレスが機能障害をもたらすと
述べている[21]. また家畜の夏季不妊対策として，抗酸化作用をもつビタミン E やビタミン
C の投与が知られており，ニワトリの卵の重量低下や死亡率を改善することが示されてい
る[32]. したがって, 本研究は「食機能成分の投与による体内の酸化ストレスの軽減が暑熱ス
トレス依存的な生殖障害改善に有効である」という仮説を提唱した. 先行研究は，抗酸化作
用を有するオリーブ成分のオレウロペインの投与が暑熱ストレス依存的な排卵障害及び造
精機能障害を改善することを明らかにしている[33-35]. これらのことから，機能性を有する天
然化合物の摂取は, 暑熱ストレス依存的な生殖障害を改善すると期待される. 
 
第２項 研究で着眼した明日葉について 
 本研究は抗酸化機能を有する「明日葉」に着眼した. 明日葉は日本原産のセリ科の大形多
年草で, 八丈島を中心とし, 房総半島, 三浦半島, 伊豆諸島などの太平洋岸に自生している. 
また新品種である源生林あしたばは越冬性や耐塩性を有するため, 土地を選ばず大量栽培
可能である．そのため，野菜としてだけでなく国産の飼料としての利用が期待できる. 古く
10 
 
から食用や民間薬として使用されている明日葉は，胃痛や皮膚アレルギーに対する改善作
用をもつことが伝承的に知られている[36]. 明日葉の機能性成分にはカルコンが知られてお
り，中でもキサントアンゲロール（Xanthoangelol：XA）および４－ヒドロキシデリシン（4-
hydroxyderricin：4-HD）は明日葉特有の成分である．これらのカルコンは根，茎，葉の順
で豊富に含まれている．本論文では明日葉の茎を切って滲みでる黄色液を粉末化した明日
葉カルコンパウダ （ーACP）を研究で用いており，上記のカルコン類を含んだ粉末である．  
明日葉に関する先行研究では, 明日葉が血圧降下作用[37], 利尿作用[38], 抗がん作用[39]な
どの機能性を有することを明らかにしている. また, 明日葉特有のカルコン化合物である
XA および 4-HD は，抗がん作用[39-40], 高血糖抑制作用[41], 血管弛緩作用[42-43], 脂質代謝調
節作用[44], 胃酸分泌抑制作用[45], 抗菌作用[46], メラニン形成抑制作用[47], 抗うつ抑制効果
[48]，抗炎症作用[49]を示す. カルコン類である XA 及び 4-HD は，経口投与により血中を介
して, 肝臓, 腎臓, 膵臓, 筋肉, 精巣上体脂肪組織で検出される [50]. 当研究室の先行研究は，
明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な雌の排卵障害や雄の精子濃度の低下を改善する
ことを示している[48-51]. しかし, 雌雄への生殖機能に対する明日葉の保護作用は，未解明な
点が多い. 
 先行研究で，明日葉は酸化ストレスを軽減する抗酸化酵素を各種細胞で発現誘導でき
ることが報告されている[36, 43]．本研究では暑熱ストレス依存的な不妊の改善に，酸化スト
レスの除去が重要であると考えている．したがって，明日葉は精巣及び卵巣内で抗酸化酵素
の発現誘導を介した酸化ストレス軽減作用が考えられる．また暑熱ストレスは，直接的また
は酸化ストレスの増加を介して間接的に，蛋白質の変性による生殖機能障害が考えられる．
分子シャペロンであるヒートショックプロテイン（HSP）は蛋白質の変性を改善することが
知られている．食機能成分が HSP の発現誘導を介して生殖機能を保護することを示した先
行研究は未だない．明日葉の機能成分であるカルコン類は HSP の発現を誘導することが知
られていることから，HSP を介した生殖機能保護作用が期待される．これらのことから，
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暑熱ストレス依存的な生殖機能障害に対する明日葉の効果をより詳細に解明するために，
抗酸化酵素と HSP に着目した研究が必要である． 
第３項 本研究の目的 
 前述のように, 生殖障害の悪化は，少子化や食肉供給量の減少を加速させると懸念されて
いる. しかし，生殖障害の改善に関する研究は少ない. これらの背景を踏まえ，本研究は「生
殖障害に対する明日葉の改善効果を検討すること」を目的とした. 生殖障害改善に酸化スト
レスの軽減が重要であると仮定し，生殖器官で活性酸素種を増加させる暑熱ストレスの実
験系を用いて，明日葉の生殖障害改善作用を評価した．マウスやラットを用いて，暑熱スト
レス依存的な雄の造精機能障害と成熟精子機能障害, 雌の排卵障害と胚発生障害に対する
明日葉の改善効果及びその作用機序を検討した. また, 夏季におけるブタの繁殖率の低下
に着目し，大型動物に対する明日葉の生殖機能保護作用を検討した． 
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第２章 研究課題-１ 
暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の改善作用 
 
第１節 研究背景 
第 1 章で述べた通り, ヒトや家畜では暑熱ストレス依存的に造精機能が低下する．男性不
妊に関する先行研究は，暑熱ストレス負荷が精子濃度や妊娠率の低下などの男性不妊を引
き起こすことを明らかにしている[16-17, 55-58]. 現在の不妊対策として，体外受精や顕微授精な
どの高度生殖補助医療を施しているが, これらの技術の向上に成果が伴っていない. その
ため, 男性及び雄家畜の保有する精子の機能改善及び向上が求められている. 
本論文における造精機能は精子形成を指す. 精子形成は, 精原細胞の有糸分裂に始まり, 
精母細胞の減数分裂を経て，精子細胞から精子に形態変化する過程である．精子形成は精巣
内の精細管で生じている. 男性生殖器官である精巣は卵円型をした一対の器官で, 陰嚢内
に納められて下垂し, 腹腔とは精索で結ばれている. 精細管は直径 100-400 m の管であり, 
精巣内部で迂曲した状態で詰め込まれている. 精子形成は精細管の周辺から管腔に向かっ
て始まり, 最終的に精子に形態変化する．形態変化した精子は精巣輸出管から精巣上体内腔
へ放出され, 射精の機会を待つ. また, 生殖細胞とは別に 2 種の細胞が精巣に含まれている. 
生殖細胞への成長因子などの供給を行うセルトリ細胞が精細管内に, 精子形成に重要なア
ンドロゲンを分泌するライディッヒ細胞は精細管と精細管の隙間に存在する. 
暑熱ストレス依存的な造精機能低下に関する先行研究により，造精機能障害の作用機序
が明らかになりつつある. マウスを用いた先行研究では，減数分裂を生じている精母細胞は
ストレスに対して脆弱であること，精母細胞の消失は造精機能障害を引き起こすことを明
らかにしている[59-60]. 一方で, 暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する改善効果を検
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討した研究は少ない. 本論文では, 生殖障害に対して食機能成分の投与が有効であるとの
仮説を提唱した. 先行研究は, 明日葉粉末の投与やオリーブ成分であるオレウロペインの
投与が暑熱ストレス依存的な精子濃度の低下を改善することを示している [32,54]. しかし, 
各成分による改善効果の作用機序や, 保護された精子の質は評価されていない.  
したがって，先行研究[32, 54]と同様に, 本章では性成熟した雄マウスへの短期的な暑熱ス
トレス負荷実験系を用いて，暑熱ストレス依存的な造精機能に対する明日葉の改善効果を
検討した. 明日葉の保護効果の作用機序は, 造精機能の維持に重要な役割を担う抗酸化酵
素及びヒートショックプロテインに着眼し, 明日葉の造精機能保護作用と関連するか否か
を検討した. また, 造精機能障害に対する明日葉の保護効果がマウス特有のものでないこ
とを確認するため, ブタを用いて同様な実験を行った.  
 
第２節 研究目的 
「暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の改善作用を検討すること」を研
究目的とした．本章ではストレスに脆弱な精母細胞に焦点をあて，研究を行った. 
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第 3 節 実験手技 
第１項 材料 
I. 動物 
 動物実験で用いた ICR マウスは，日本チャールズリバーから購入後に, 自家繁殖させた
個体を用いた. 明日葉の葉粉末は，(株）食機能探査研究所より提供を受けた. マウス用飼料
に用いた MF 粉末は，日本チャールズリバーより購入した. 梅山豚の精液希釈に用いたマル
ベリーⅢは，富士農場サービスより購入した.  
 
II. 投与化合物 
各種実験に使用した明日葉粉末である明日葉カルコンパウダー（ACP）は，(株）日本生
物.科学研究所から購入した. キサントアンゲロール（XA）は，筑波大学生命環境系・河村
芳恵研究員より提供を受けた. 粉末給餌器用カバーは，オリエンタル酵母より購入した. 麻
酔に使用したペントバルビタールナトリウムは，共立製薬より購入した. 
 
III. 各種アッセイキット 
 DNA 抽出に用いた Isogenome 及び RNA 抽出に使用した IsogenⅡは，ニッポンジーン
(#311-07361)から購入した. アガロースゲル染色液である Gelred (TM) nucleic acid gel 
stain は，ナカライテスク（#41003）より購入した. 過酸化脂質量を測定した TBARS Assay 
Kit は，Cayman Chemical（#10009055）より購入した. タンパク定量に使用した BCA TM 
Protein assay kit は，Thermo Fisher（A53225）より購入した. 逆転写反応に利用した
ReverTra Ace qPCR kit は，東洋紡（#FSQ-201）から購入した. PCR 反応に利用した KAPA 
SYBR Fast Kit は，Kapa Biosystems（#KK4602）より購入した. 
 
第２項 動物実験 
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I. マウス 
a. 飼育条件 
 本研究は 8 週齢の雄 ICR マウスを使用し，コントロール群と化合物投与群に分けた. 化
合物投与群では, 11.5 mg/kg 体重又は 57.5 mg/kg 体重で明日葉粉末を, 1.5 mg/kg 体重で
キサントアンゲロールを粉末飼料中に混合し, 粉末給餌器を用いて投与した. 各群マウス
は室温 23-25℃，光周期 12L：12D（午前 7 時に点灯）で飼育した.   
 
b. 暑熱処理 
 本研究はストレス負荷に暑熱処理を採用し, マウスは室温処理群と暑熱処理群に分け
た. 室温処理群のマウスは化合物非投与群（コントロール群）とし，暑熱処理群は化合物
投与群と非投与群（暑熱コントロール群）に分けた．各群のマウスに麻酔薬のペントバルビ
タールナトリウムを 40-50 mg/kg 体重で腹腔投与した. 室温処理群のマウスは麻酔後，室
温で静置した. 暑熱処理群のマウスは，麻酔後に身体下半分を 41 若しくは 42℃のお湯に
15-20 分間暴露した．実験のモデル図を Fig. 1 に示す. 
 
c. 精巣組織切片の作製 
 暑熱暴露から 48 時間後にマウスを頸椎脱臼死させ, 精巣を摘出した. ブアン固定液を用
いて，4℃で 4 時間固定した. 80%エタノールで洗浄保管後，筑波大学医学医療系組織標本
作製室に依頼し, パラフィン包埋後に HE 染色した切片を作製した. 
 
d. 精巣組織切片の評価 
 精巣組織切片を倒立顕微鏡下で計測及び撮影を行った. 精細管を通常精細管と異常精細
管に分け, 1 個体あたり 100 管以上の精細管を計測した. 異常精細管は，多核巨細胞が存在
する管，精母及び精子細胞が脱落した管の 2 種類を定義した (Fig. 2）. 精巣内の異常精細
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管の占める割合を算出した. 
 
e. 精子の運動機能評価 
造精機能を評価するため, 暑熱処理から 28 日後に精子を解析した. 解剖時に精巣上体尾
部を摘出し, 精子培養バッファー 【2.2 mM HEPES（pH 7.4），1.2 mM MgCl2, 100 mM 
NaCl, 4.7 mM KCl, 4.8 mM lactic acid Ca, 5.5 mM d-Glucose, 20 mM sodium bicarbonate 
and 88 mM pyruvic acid】に静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 
貯蓄された成熟精子を搔き出した. 37℃で 15 分間培養後，500 rpm で 1 分間遠心洗浄し, 上
清の精子液を回収した. 精子は精子解析システム(ディテクト, Tokyo, Japan）を用いて下記
のパラメータを評価した. 精子濃度（Sperm concentration），精子運動率（Sperm motility），
運動精子濃度 (Motile sperm concentration）, 直線速度（Straight-line velocity），曲線速度
（Curvilinear velocity），平均速度（Average path velocity），頭部振幅（Amplitude of lateral 
head displacement） 
 
f. 交配試験 
暑熱処理から 25 日後に, 雄マウスと性成熟した ICR 雌マウスを 1 対１で交配させた. 交
配期間は 5 日間とし, 終了時に雄マウスを除去した. 交配終了時から約 15 日後に，雌マウ
スの出産を毎朝 10 時に確認した． 出産した個体の産仔数及び産仔重量を計測した. ここで
本データに示す生存産仔重量は，生存した産仔の重量のみを計測した数値とした. 
 
II. 梅山豚 
a. 飼育条件 
塚原牧場株式会社で飼育している, 2016 年 7 月から 8 月の間に 1-2 歳の雄梅山豚を 4 頭
用いて実験を行った. 4 頭の梅山豚は，対照群と明日葉投与群に 2 頭ずつ分けた. 明日葉投
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与群では，明日葉の茎葉乾燥粉末を 200 mg/kg 体重で 40 日間投与した. 明日葉の投与前と
投与後に精液を回収した. 本実験は精液貯蓄による影響を除くため, 精液回収の 7 日前に 1
度射精させた. 回収した精液は，マルベリーⅢを用いて 2 倍希釈した. 
 
b. 精子の運動機能評価 
 射出精液を液化させるため, 常温で 1 時間静置した. 液化した精液を 37℃で 15 分間培養
後, 精子解析システム (SMAS：Sperm motility analysis system）を用いて精子を解析し, 本
節第 2 項Ⅰ-e の項目を測定した. 
 
第３項 DNA 断片化の検出 
I. 精巣組織からの DNA 調製 
-80℃で保存したマウスの精巣を氷上で融解後，精巣 1 個あたり Isogenome 2 ml を加え,
テフロンホモジナイザーを用いてホモジナイズした. 遠心分離後（16200 g, 10 min, RT）, 
上清を回収し, エタノール（99.5%）を加えた. 転倒混和で溶液を均一にし, 室温で 3 分間
静置した. 析出した DNA を回収し, Isogenome と 100% EtOH を添加した. 転倒混和後に
遠心し (1000 g, 2 min, RT), 上清を除去後に沈殿を得た. 75%EtOH を加え転倒混和し, 再
び遠心後 (1000 g, 2 min, RT)，上清を除去した. 450 l Tris-EDTA（pH 8.0）で沈殿を溶解
し, イソプロパノール及び 3M 酢酸 Na でイソプロパノール沈殿を１晩行った. その後, 遠
心（16200 g, 10 min, ４℃）で上清を除去し, 70% EtOH による遠心洗浄（1000 g, 2 min, 
RT）をした. 上清除去後に Tris-EDTA (pH 8.0）を加え, 完全に溶解することで DNA 溶液
を得た. 
 
II. アガロースゲル電気泳動 
DNA 溶液量は ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technology, DE, USA)を用いて, 
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純度及び濃度を測定した. 2 µg 相当の DNA を Orange G と混合調製した後, ２％アガロー
ス [2 g agarose, 100 ml TBE buffer（89 mM Tris，89 mM Boric acid, 2 mM EDTA-2Na）] 
に供し, 50 V で電気泳動した. 電気泳動後にゲルを Gelred (TM) nucleic acid gel stain で染
色し, Printgragh (ATTO, Tokyo, Japan)で DNA の検出を行った. 
 
第 4 項 酸化ストレスレベルの検出 
I. 精巣組織からのタンパク質調製 
 マウスから摘出した精巣は-80℃で保存した. 氷上で融解後に RIPA buffer [50 mM Tris-
HCl (pH 7.6), 10% Glycerol, 1% Triton-X100, 0.2 mM PMSF, 150 mM NaF, 1 mM EDTA, 
1 mM Na3VO4, 3 g/ml antipain, 10 g/ml leupeptin, 10 g/ml aprotinin]を精巣 1 個当たり
0.8 ml 加えホモジェナイズし, 遠心（4200 rpm, 4℃）後に上清を得た．更に同条件で遠心
し, タンパク溶液を得た. 
 
II. 過酸化脂質量の測定 
 過酸化脂質で精巣の酸化ストレスレベルを評価した．TBARS assay kit 付属のプロトコー
ルに従い, 得られたタンパク質の過酸化脂質量を測定した. また, タンパク溶液中の濃度を
BCA TM Protein assay kit で測定し, 精巣 1 mg あたりの過酸化脂質量を算出した. 各吸光
度の測定は，Ultra mark (Baio-rad, CA, USA)で行った. 
 
第 5 項 精巣内因子の解析 
I. 精巣組織からの RNA 精製 
 マウスから摘出した精巣は-80℃で保存した．氷上で融解後に IsogenⅡを精巣 1 個あたり
800 µl 加え，ホモジナイズした. 精巣溶液を遠心 (12000 rpm, 15 min, 4℃）し, 上清を回収
した. 10 分間静置後, 遠心 (12000 rpm, 15 min, 4℃）を行い, 上清を回収した. 上清と同量
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のイソプロパノールを加えて混合した後, 10 分間静置し, 遠心後 (12000 rpm, 10 min, 4℃）
に沈殿を得た. 70% Ethanol/DEPC water を加えて, 遠心洗浄（7500 rpm, 5 min, 4℃）し, 
完全に除去した. DEPC water を用いて完全に溶解後，RNA 溶液を得た. 
 
II. cDNA の作製 
 ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technology, DE, USA)で RNA 純度を測定した. 
RNA 1 g 相当を 65℃で 5 分間の熱変性させ, 変性 RNA 溶液を ReverTra Ace qPCR kit 付
属のプロトコールに従って, 逆転写反応を行った. 作成した cDNA 溶液は Tris-EDTA で 16 
ng/µl へ調製した. 
 
III. Real-time PCR 
 KAPA SYBR Fast qPCR kit を反応液とし, cDNA 溶液と各種特異的なプライマーと共に
7300 real-time PCR system (Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan）に供し, ｍRNA の発
現量を測定した. PCR の条件は 50℃で 2 分間, 95℃で 15 秒間反応後, 95℃, 15sec と 60-
65℃, 30-60 sec の 2 工程を 40 サイクル繰り返した. 内部標準は 18S rRNA を使用した. 尚, 
本論文で使用したプライマーを Table 1 に示す. 
 
第 6 項 統計処理 
実験結果は, 平均値±SE（Standard error）で示した. 2 群間のデータは T 検定を用いて有
意差検定を行った. また, 3 群間以上のデータは Holm 検定，Dunnett 検定，Steel 検定を用
いて有意差検定を行った. 使用した検定手法は各図及び表の説明に明記している. P<0.05
のときに有意な差がある，P<0.1 のときに傾向があると判断した.  
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Table１ 本研究の Real-time PCR で使用したプライマー 
本研究で使用したプライマーの遺伝子配列を示している． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R; reverse primer, F; forward primer 
遺伝子の名前 
 
5'→3' 
Catalase 
R TGAAATTCTTGACCGCTTTC 
F GAACGAGGAGGAGAGGAAAC 
Gss 
R GTGAATGGGGCATACGTCA 
F CAAAGCAGGCCATAGACAGG 
Gpx1 
R CATTGCGACACACTGGAGAC 
F CACAACGGTGCGGGACTA 
Sod1 
R AAAATGAGGTCCTGCACTGG 
F ACCATCCACTTCGAGCAGAA 
Sod2 
R AGCCTCCAGCAACTCTCCTT 
F GCACATTAACGCGCAGATCA 
Ho-1 
R CCTTCAAGGCCTCAGACAAA 
F GAGCCTGAATCGAGCAGAAC 
Hsf1 
R AGGGCTCGCCTCCAGTACCC 
F GCCTCCCCAGGCAGGAGCATA 
Hsf2 
R GCACTACTTTTCGGAAGCCA 
F CATCACCTGGAGTCAGAATGGA 
Hspa1a 
R AGCCCACGTGCAATACACAA 
F TGGCCTTGAGGACTGTCATT 
Hspa1l 
R TCCCGTCCATTAAAGTAGTCCTG 
F ACACGTCCATCACTAGAGCAC 
Hspa2 
R TGAGACGCTCGGTGTCAGT 
F GCGTGGGGGTATTCCAACAT 
Hsp40 
R CACCGAAGAACTCAGCAAACA 
F TTCGACCGCTATGGAGAGGAA 
18s 
R CCATCCAATCGGTAGTAGCG 
F GTAACCCGTTGAACCCCATT 
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第 4 節 実験結果 
第 1 項 暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の保護効果 
I. 精細管の損傷に対する保護効果 
 精巣の断面図を Fig. 2 と Fig. 3 に示す．Figure 2 では，暑熱処理が精細管内の生殖細胞に
与えた影響を示している. 室温処理のマウス精巣では，精細管内に生殖細胞が密に存在して
いた. 暑熱処理のマウス精巣では, 多くの精細管内に多核巨細胞の出現や生殖細胞の脱落
が認められた. 本研究は，暑熱処理マウスで多く出現したこれらの精細管を異常精細管と定
義した. 明日葉粉末投与が暑熱ストレス依存的な精細管の損傷に与える影響を Fig. 3 に示
す. 暑熱暴露したマウスでは室温処理のマウスと比較し，異常な精細管の割合が有意に増加
した. しかし, 明日葉粉末の投与は異常精細管の増加を有意に抑制した. 
 
II. DNA 断片化の出現に対する保護効果 
 精細管での多核巨細胞の出現した精巣では，生殖細胞のアポトーシスが生じる[60]．アポ
トーシスの指標である DNA 断片化を低分子 DNA で確認した．精巣内 DNA の写真を Fig. 
4 に示す. 室温処理群のマウス精巣では，100-500 bp である低 bp の DNA が検出されなか
ったが，暑熱処理群のマウス精巣では低 bp DNA の増加すなわちアポトーシスが確認され
た. しかし, 明日葉粉末を投与したマウス精巣では，低 bp DNA が検出されなかった. 
 
III. 暑熱負荷 28 日後の精子機能低下に対する保護効果 
 生殖細胞の中でもパキテン期精母細胞はストレスに弱い[59]． マウスを用いた先行研究で
は，暑熱負荷 28 日後の精巣上体尾部中の成熟精子がパキテン期精母細胞の影響を反映する
ことを明らかにしている[59, 61-62]. そこで, 明日葉粉末の投与がパキテン期精母細胞への保
護作用を有するかを検討するため, 暑熱処理 28 日後の精子を評価した. 結果を Table 2 に
示す. マウスへの暑熱負荷は，精子濃度, 精子運動率, 運動精子濃度, 頭部振幅を有意に低
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下させた. また，暑熱ストレス負荷は精子の各種速度を低下させなかったが，各種速度にお
ける 25 µm/s 以上の精子の割合は低下した. これらの精子パラメータの低下に対して，明
日葉は有意な改善効果を示した.  
 
IV. 産仔数の低下に対する効果 
母親 1 匹あたりの産仔数の結果を Table 3 に示す. 産仔数および生存産仔数では暑熱スト
レス依存的な低下が認められ，1.7 匹以上の低下を示した. また, 母親 1 匹から生まれてく
る産仔重量や生存産仔重量は約 4 g 低下していた. 明日葉粉末を投与したマウスでは，暑熱
ストレス負荷の未投与マウスと比較して，母親 1 匹あたりの産仔数で 1.1 匹，生存産仔数で
1.8 匹, 産仔重量で 2.1 g, 生存産仔重量で 3.3 g の改善作用を示した． 
 
第 2 項 暑熱負荷による精巣内酸化ストレスレベルの上昇に対する保護効果 
I. 暑熱負荷が精巣内酸化ストレスレベルに与える影響 
 精巣への暑熱負荷は精巣内の活性酸素種の増加を介して，造精機能を低下させる[63]．本
実験における暑熱負荷と酸化ストレスの関連を調べるため，酸化ストレスの指標である精
巣内の過酸化脂質量を測定した (Fig. 5）．精巣内の過酸化脂質量は，暑熱ストレス負荷によ
り有意に増加した. 
 
II. 精巣内の抗酸化酵素の発現に与える影響 
 酸化ストレスの低減は明日葉粉末の投与による造精機能保護作用に関与すると仮定し, 
酸化ストレスの低減に重要な抗酸化酵素に着眼した. 精巣内抗酸化酵素のｍRNA 発現量を
測定した結果を Fig. 6 に示す. 明日葉粉末を投与したマウス精巣では未投与マウスの精巣
と比較し, 還元型グルタチオン合成酵素（GSS）とヘムオキシゲナーゼ１（HO-1）の発現
が有意に増加した. 
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III. 暑熱負荷が抗酸化酵素の発現に与える影響 
明日葉の精巣保護作用に酸化ストレスの低減が関与すると仮定し, 暑熱ストレス負荷後
に精巣内抗酸化酵素の発現を検討した. 暑熱処理１時間後に精巣内抗酸化酵素のｍRNA 発
現量を測定した (Fig. 7）．暑熱処理は GSS の発現量を増加させなかったが, HO-1 の発現量
を有意に増加させた. 明日葉粉末の投与は暑熱処理の未投与マウス精巣と比較して, GSS 及
び HO-1 の発現量を有意に増加させた. 
 
第 3 項 暑熱負荷によるヒートショックプロテインの発現低下に対する明日葉の保護効果 
I. 精巣内のヒートショックプロテイン発現レベルに与える影響 
 明日葉の精巣保護効果に熱ストレスの軽減が関与すると仮定し, 熱ストレス抵抗性に重
要なヒートショックプロテイン (HSP），HSP の制御を担うヒートショックファクター
（HSF）に着眼した. 精巣内 HSP 及び HSF のｍRNA 発現量を測定した結果を Fig. 8 に示
す. 明日葉粉末の投与は, HSP70 である HSPA1A, HSPA1L，HSP70 の活性補助を行う
HSP40 の mRNA 発現量を有意に増加させた．一方で，HSPA2 の mRNA 発現量に増加は
認められなかった. HSF では, 明日葉粉末の投与は HSF1 mRNA を有意に増加させたが，
HSF2 のｍRNA 発現に影響を与えなかった. 
 
II. 暑熱負荷によるヒートショックプロテインの発現変化に対する明日葉の効果 
明日葉の精巣保護効果に熱ストレス抵抗性が関与すると仮定し, 熱ストレスの低減に重
要な HSP に着眼した. 暑熱処理３時間後に精巣内 HSP のｍRNA 発現量を測定した結果を
Fig. 9【A】に示す. 暑熱処理は HSPA1A のｍRNA 発現量を有意に増加させた. 明日葉粉末
の投与は，暑熱ストレス依存的な HSPA1A の増加に対して変化を与えなかった. 次に, 暑
熱処理６時間後に，精巣内 HSP のｍRNA 発現を測定した結果を Fig. 9【B】に示す. 暑熱
暴露は HSPA1L, HSPA2, HSP40 のｍRNA 発現量を有意に減少させた. 明日葉粉末の投与
24 
 
は HSP40 の発現量低下に改善効果を与えなったが，暑熱ストレス依存的な HSPA1L と
HSPA2 の発現量低下を有意に改善した. 
HSP の制御を担う HSF にも着眼した．暑熱処理１時間後に精巣内 HSF のｍRNA 発現量
を測定した結果を Fig. 10 に示す. 暑熱処理は HSF2 のｍRNA 発現のみを有意に低下させ
た. 一方で, 明日葉粉末の投与は暑熱処理の未投与マウスと比較し，HSF１及び HSF２の
ｍRNA 発現量を有意に増加させた. 
 
第 4 項 暑熱ストレス依存的なストレス依存的な造精機能低下に対するキサントアンゲロー
ルの保護効果 
I. 生殖細胞の脱落に対するキサントアンゲロールの保護効果 
明日葉粉末の造精機能保護作用の機能成分を明らかにするために, 本研究は機能性成分
のキサントアンゲロール（XA）に着眼した. XA の投与が，暑熱ストレス依存的な精細管損
傷に与える影響を Fig. 11 に示す. 暑熱処理はマウス精巣内の異常精細管の割合を有意に増
加させた. XA の投与は，暑熱ストレス依存的な異常精細管の増加を有意に抑制した. 
 
II. 精巣内の抗酸化酵素発現レベルに与える影響 
XA の精巣保護作用は，明日葉粉末と同様の作用機序を示すと仮定した．XA の投与が精
巣内の抗酸化酵素に与える影響を検討した. 精巣内抗酸化酵素のｍRNA 発現量の測定結果
を Fig. 12 に示す. XA の投与はマウス精巣内の HO-1 の発現量に変化を与えなかったが，
GSS の発現量を有意に増加させた． 
 
III. 精巣内のヒートショックプロテイン発現レベルに与える影響 
 暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する XA の保護効果に熱ストレスの低減が関与
していると仮定した. 本研究は熱ストレスの低減に重要な役割を担う HSP に着眼した．精
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巣内 HSP ｍRNA 発現の測定結果を Fig. 13 に示す. XA を投与したマウス精巣では，HSP70
及び HSP40 の HSPA1A の発現量を増加させたが，HSPA1L 及び HSPA2 の発現量を増加
させなかった.  
 
第 5 項 梅山豚の夏季不妊に対する明日葉投与の効果 
 明日葉粉末の精巣保護機能を大型動物で調べるため, 夏季に梅山豚を用いて検討した．対
照群の射出精子を投与前と投与後で比較すると, 運動精子濃度及び頭部振幅が顕著に減少
した. しかし，明日葉投与群の射出精子では，投与前後における運動精子濃度及び頭部振幅
の減少を改善した. 
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第 4 節 考察 
 明日葉は暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対して保護作用を有すると期待されるた
め, 性成熟雄マウスを用いて, 各種実験を行った. その結果, 明日葉粉末 57.5 mg/kg 体重の
投与が暑熱ストレス依存的な造精機能障害を改善することや，精巣内因子を増加させるこ
とが明らかとなった． 
 
第 1 項 暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の保護効果について 
マウスへの暑熱ストレス負荷は, 精細管内の空洞化と多核巨細胞の出現，精巣内 DNA の
断片化を誘導した (Fig. 2-4）．暑熱ストレス依存的な造精機能低下の研究報告では，生殖細
胞由来の多核巨細胞の形成が関与すること[60]，多核巨細胞が観察される個体の精巣では生
殖細胞のアポトーシスが生じていること[59, 64]を示している．本章の結果は，先行研究の報
告と一致する．したがって，本研究の暑熱ストレス依存的な造精機能障害の要因は，生殖細
胞のアポトーシスが考えられる. また明日葉の投与は，精細管損傷及び精巣内 DNA 断片化
の出現を抑制した (Fig. 3-4）．したがって，明日葉の効果は暑熱ストレス依存的な生殖細胞
のアポトーシスに対する保護作用が関与することが考えられる. 
 明日葉の生殖細胞保護作用を詳細に検討するため, 本研究はパキテン期精母細胞に焦点
をあてた. パキテン期精母細胞は第２減数分裂期の生殖細胞であり, 数ある生殖細胞の中
で最もストレスを受けやすい[59]. また，マウスのパキテン期精母細胞の評価は，暑熱ストレ
ス負荷 28 日後の精巣上体尾部中精子に反映される[61-62]．本研究では，暑熱負荷 28 日後の
精子濃度が有意に減少したが，明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な精子濃度の低下
を有意に改善した（Table 2）． したがって本研究により, 明日葉はパキテン期精母細胞を保
護し，暑熱ストレス依存的な造精機能低下を改善することが明らかとなった. この結果は当
研究室の先行研究と一致するが[54]，明日葉粉末が精巣内の生殖細胞のアポトーシスを抑制
することは，本研究により初めて明らかとなった． 
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本研究は暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の保護作用を示したが，作
られた精子の質も重要である．熱ストレス負荷で損傷を受けた精母細胞の分化は，DNA の
損傷を受けた精子に変化し，精子運動機能や受精した胚の発生が低下する[61, 65-66]. 本研究で
は, 暑熱処理が精子運動率や頭部振幅，交配後の産仔数を減少させた. しかし，明日葉粉末
の投与はこれらの低下を改善した (Table 2-3）．したがって, 明日葉粉末の投与は精母細胞
の DNA を保護し, 暑熱ストレス依存的な精子機能低下を改善することが示唆された. これ
らのことから，明日葉は精母細胞の保護を介して，質の高い精子濃度を維持することが示唆
された.  
 
第 2 項 明日葉の造精機能保護効果と抗酸化酵素の関与 
暑熱ストレス依存的な精母細胞への損傷では複数の作用機序が知られている．本研究は
間接的な作用機序として酸化ストレス，直接的な作用機序として熱ストレスに着眼した. 
この項は，酸化ストレスについて考察する. 精巣への暑熱ストレス負荷は，精巣内の酸化
ストレスレベルを上昇させ, 造精機能障害を引き起こす[63,67]. 本研究では, 暑熱処理がマウ
ス精巣内の過酸化脂質量を増加させた (Fig. 5）. したがって本研究では，暑熱ストレスが
精巣内で酸化ストレスに変換され，造精機能障害を誘導したと考えられる.  
ビタミン E やビタミン C などの抗酸化剤の投与は，家畜の暑熱ストレス依存的な造精機
能障害を改善することが知られている[32]. しかし，明日葉粉末と機能成分であるカルコン
類では DPPH ラジカル還元作用が認められていない．したがって，本研究ではスカベンジ
ング作用の考察は控える. そこで，酸化ストレスの軽減を担う抗酸化酵素に着眼した．抗酸
化作用に着目した先行研究は，亜鉛やテトラブチルキノンの投与が精巣内での抗酸化酵素
の増加を通して酸化ストレス抵抗性を付与し，暑熱ストレス依存的な造精機能障害から保
護すると述べている[68-69]．さらに，暑熱ストレス依存的に精巣内の抗酸化酵素の発現増加が
認められること[67]，抗酸化酵素のノックアウトマウスでは造精機能が低下する[70-71] ことも
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知られている．これらの知見から, 造精機能の維持に抗酸化酵素が必要不可欠であると考え
られる．先行研究で，明日葉カルコンの投与は血管内皮細胞[43]，副腎褐色細胞[72]，ラット
肝臓組織[72]内の抗酸化酵素の増加を促進することが報告されている．したがって，本研究
は明日葉粉末の投与が抗酸化酵素を介した造精機能保護作用を有すると仮説を立てた. 明
日葉粉末の投与は，精巣内の抗酸化酵素の GSS と HO-1 のｍRNA 発現量を増加させ，暑熱
ストレス負荷後においても高い発現レベルを示した (Fig. 6-7）．GSS の先行研究は，マウス
への暑熱ストレス負荷が精巣内の還元型グルタチオン量を低下させ，精巣内の酸化ストレ
スの上昇をもたらすことを明らかにしている[67, 74]．本研究では，明日葉の投与が還元型グ
ルタチオン合成酵素である GSS の発現量を暑熱ストレス負荷前に精巣内で増加させた．し
たがって，明日葉は還元型グルタチオンの増加を通して精巣内の酸化ストレスレベルの上
昇を防ぎ，精巣内の生殖細胞を保護したと推測される．HO-1 の先行研究は，暑熱ストレス
依存的に発現が増加すること[75-76]，転写因子の Nrf2 のノックアウトマウスは造精機能が低
下することを報告している[71]．本研究では，暑熱処理が HO-1 のｍRNA 発現量を増加させ
た (Fig. 9）．これは，生体防御機構による発現誘導と考えられる．しかし，同条件の暑熱ス
トレス負荷は 28 日後の精子濃度を減少させたため，造精機能保護にこの HO-1 発現上昇作
用では不足であると考えられる. 明日葉粉末の投与は，暑熱処理未投与マウスより HO-1 の
発現量をより強く増加させた．したがって，明日葉の造精機能保護効果に HO-1 の発現増
加が寄与したことが考えられる．これらのことから，暑熱ストレス依存的な造精機能障害に
対する明日葉の保護効果に，精巣内の抗酸化酵素の発現増加に伴う酸化ストレス抵抗性付
与が関与することが考えられる．  
 
第 3 項 明日葉の造精機能保護効果とヒートショックプロテインの関与 
暑熱ストレス依存的な精母細胞への損傷に対する明日葉の保護効果の熱ストレス依存的
な作用機序に着眼した. 熱ストレスへの対抗因子として，ヒートショックプロテイン（HSP）
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が知られている. 分子シャペロンである HSP はタンパクの機能保護や膜貫通等の補助とし
て働く. 明日葉の機能成分であるカルコン類は，肺がん細胞における HSP70 及び HSF1 の
ｍRNA 発現誘導作用が知られている[77]. そこで, 本研究は多種類ある HSP の中でも，タン
パク保護機能を有する HSP70s，HSP70 のシャペロン機能を補助する HSP40，これらの因
子を転写制御する HSF1，HSF2 に着眼した． 
I. HSPA1A 
本研究では，明日葉の投与が精巣内の HSPA1A のｍRNA 発現量を増加させた（Fig. 8）. 
HSPA1A は各器官に存在し, 各種ストレスから生じるタンパクの構造変化に対して保護作
用を示している[78]．HSPA1A に関する先行研究は，芍薬の投与による胃の HSPA1A のタン
パク発現増加が塩酸による細胞障害からの保護することを明らかにしている[79]. また, 芍
薬の添加はヒト子宮頸がん細胞内の HSPA1A の発現増加を介して，熱ストレス依存的な細
胞死を改善したとの報告がある[80]. これらのことから, 明日葉粉末の投与は，暑熱処理前に
HSPA1A の発現増加を促し，暑熱ストレス依存的な精巣内生殖細胞死を抑制したと推測さ
れる.  
暑熱処理は精巣内 HSPA1A のｍRNA 発現量を顕著に増加させ，明日葉粉末の投与によ
る影響を受けなかった (Fig. 9【B】）．HSP に関する先行研究は, マウスへの暑熱ストレス
負荷が生体防御のために精巣内の HSPA1A を増加させることを報告している[81-82]. 明日葉
は HO-1 と同様に，暑熱ストレス負荷後に HSPA1A のｍRNA 発現をさらに増加させると
期待したが, 暑熱ストレス負荷による発現増加が大きいために，本研究では確認できなかっ
たと考えられる．これらのことから，明日葉の造精機能保護効果は HSPA1A の発現増加を
介した熱ストレス抵抗性の付与が関与することが考えられる． 
 
II. HSPA1L and HSPA2 
本実験では，明日葉粉末の投与が HSPA1L mRNA 発現を増加させたが, HSPA2 mRNA
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に影響を与えなかった (Fig. 8）．HSPA1L 及び HSPA2 は精巣組織に特異的に存在し, 
HSPA1A と同様のタンパク保護機能を有している[78]. また，HSPA1L と HSPA2 は生殖細
胞の精母細胞及び精子細胞に多く発現している[83]. したがって明日葉の投与は，暑熱スト
レス負荷前に HSPA1L の発現増加を促し，精巣内生殖細胞に熱ストレス抵抗性を付与した
と推測される. 
暑熱処理は HSPA1L 及び HSPA2 mRNA を有意に減少させた (Fig. 9【B】）．精巣特異的
な HSP の先行研究は, 暑熱負荷が精巣内の HSPA1L 及び HSPA2 の発現を減少させると述
べている[84]．また，HSPA1L 及び HSPA2 をノックアウトしたマウスでは，造精機能が著
しく低下する[85-86]. これらのことから，本研究の暑熱処理は精巣特異的な HSP70s の低下
を介して造精機能を低下させたと考えられる．一方で，明日葉粉末の投与は，暑熱ストレス
依存的な精巣特異的 HSP70s の低下を有意に改善した (Fig. 9【B】）．したがって，明日葉
の投与は，暑熱ストレス依存的な精巣特異的 HSP70s の発現低下を抑制することで，精母細
胞を保護したと考えられる．これらのことから，暑熱ストレス依存的な造成機能低下に対す
る明日葉の保護効果は，精巣特異的な HSP70s の発現の増加と暑熱ストレス依存的なそれ
ら発現低下の抑制を介して精母細胞を保護したことが関与すると推測される． 
III. HSP40 
HSP40 は各器官にユビキタスに存在し, ATP 依存的に HSP70 のタンパク保護作用の活
性補助に寄与する. 先行研究の HSP40 をノックアウトしたマウスでは，HSP70 によるタン
パク保護機能が働かず，造精機能が低下する[87]．そのため，HSP40 は造精機能の維持に重
要と言える．本研究では，明日葉粉末の投与が HSP40 mRNA の発現量を増加させた (Fig.  
8）．明日葉粉末の投与は HSPA1A 及び HSPA1L のｍRNA 発現量を増加させたことから，
HSP40 の発現増加が暑熱処理前に HSP70 依存的な熱ストレス抵抗性を高めたと推測され
る. 
暑熱処理は HSP40 ｍRNA 発現量を有意に減少させたが，明日葉の投与は改善作用を示
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さなかった (Fig. 9【B】）．しかし，明日葉粉末を投与した精巣では造精機能が保護されてい
ることから，本実験の HSP40 の発現低下は改善作用に大きく影響しないと考えられる．精
巣特異的な HSP70 の発現は維持されたことから，熱ストレス抵抗性は HSP70 に依存する
と推測される．これらのことから，明日葉粉末の投与は HSP40 の発現を増加させ，HSP70
の活性補助を介して精母細胞を暑熱ストレスから保護したと考えられる． 
IV. HSF1 and HSF2 
各 HSP は HSF の転写制御を受けている. HSP に関する先行研究は, HSF１が HSPA1A, 
HSP40, HSPA1L の発現を制御すること，HSF2 が HSPA1A，HSPA1L，HSPA2，HSP40
の発現を制御することを述べている[81]. 本研究では，明日葉の投与は HSF1 mRNA の発現
を増加させ, HSF2 mRNA の発現量に変化を与えなかった (Fig. 8). また，明日葉粉末の投
与は HSPA2 以外の HSP 発現量を増加させた (Fig. 8)，したがって，明日葉の各 HSP の
発現増加作用は，HSF1 依存的であると示唆された． 
暑熱処理は HSF2 の mRNA 発現量を有意に減少した (Fig. 9【B】）．HSF2 は HSF1 と
共に HSPA1L と HSPA2 の発現を制御する．そのため，暑熱ストレス依存的な HSF2 mRNA
の発現量の低下が，HSPA1L と HSPA2 の発現量の減少に影響したと推測される. 一方で，
明日葉粉末の投与は，暑熱ストレス依存的な HSF２と精巣特異的 HSP70 の発現低下を改
善した (Fig. 9【B】）．したがって，明日葉は暑熱ストレス依存的な HSF2 の発現量の低下
を改善し，精巣特異的な HSP70 の発現量を維持したと考えられる．これらのことから，
HSF を介した HSP の発現制御が暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する明日葉粉末
の保護効果に寄与することが示唆された． 
 
第 4 項 明日葉の造精機能保護を担う機能性化合物について 
暑熱ストレス依存的な造精機能低下に対する明日葉の保護効果が示されたため, 機能性
成分の探査を行った. 明日葉の機能性成分であるカルコン類のキサントアンゲロール（XA）
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は，各組織に蓄積される[45]．そのため，XA は精巣組織に蓄積し，明日葉と同様の保護機能
を示すことが考えられる．当研究室の先行研究は, XA の投与が抗酸化酵素の発現増加を介
して，暑熱ストレスに対して卵巣機能の保護作用を示すこと[48-49]，血管内皮細胞の抗酸化酵
素の発現を増加させること[43]を報告している．本研究では，XA の投与が暑熱ストレス依存
的な精細管の空洞化を抑制すること，精巣内の抗酸化酵素の発現を促進することを示して
いる (Fig. 11-12）．したがって，精巣器官で明日葉粉末と同様の作用を示していることから，
暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する XA の効果は，抗酸化酵素を介して精巣内の生
殖細胞を保護することが推測される. さらに，カルコン類は HSP の発現を促進することが
知られている[77]．本研究でも，明日葉粉末と同様に，XA の投与が精巣内 HSP の発現を増
加させた (Fig. 13）．したがって, 暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する XA の保護
効果は，HSP の発現増加を介した熱ストレス抵抗性の付与が関与すると考えられる． 
しかし，XA を投与したマウス精巣内の抗酸化酵素や HSP のｍRNA 発現量の増加は，明
日葉粉末を投与したマウス精巣の発現量と比較して不十分であった．明日葉粉末は４－ヒ
ドロキシデリシンやクマリン類など様々な生理活性を有する機能性化合物を含んでいる．
今後はこれらの化合物を用いて，検討する必要がある. これらのことから, XA は暑熱スト
レス依存的な造精機能障害に対する明日葉の保護効果の一部を担うことが示唆された． 
 
第 5 項 明日葉の夏季不妊に対する造精機能保護効果について 
 本研究はマウス実験で, 暑熱ストレス依存的な造精機能低下を明日葉が改善する作用を
明らかにした. 実用化を視野に入れ, 梅山豚による評価を行った．その結果，明日葉の投与
が夏季環境による暑熱ストレス依存的な精子運動能力の低下を抑制した (Fig. 15）．この結
果より, 暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する明日葉の保護効果はマウスに限った
作用ではないと考えられる. また，明日葉の投与は造精機能だけでなく頭部振幅の低下も抑
制した．したがって明日葉の投与は，分化した精子の質への保護作用も有すると考えられる．
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暑熱ストレス依存的な生殖障害の改善では，増加した体内の酸化ストレスレベルを低下さ
せることが重要である [32, 68-69]. 本研究は, マウス精巣への酸化ストレス抵抗性の付与が暑
熱ストレス依存的な生殖障害に対する明日葉の改善効果に重要であると考えている．した
がって，明日葉の夏季不妊改善効果は，暑熱ストレス依存的な酸化ストレスの増加に対する
抑制作用が関与したと推測される. さらに, 明日葉粉末の投与は，HSP を介したマウス精巣
内への熱ストレス抵抗性の付与を示しているため，梅山豚でも同様の付与作用が考えられ
る． 
 
第 6 項 本章の結論 
本章の実験で, 明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な造精機能低下を改善した．その
改善効果は，精母細胞の保護効果が関与することを明らかにした．さらに, 明日葉粉末の投
与は精巣内の抗酸化酵素及び HSP の発現を有意に亢進させることが明らかとなった. また, 
明日葉の保護機能とキサントアンゲロールの保護機能は類似していた.  
以上の研究結果から, 明日葉は精巣内に酸化ストレス抵抗性及び熱ストレス抵抗性を付
与し，暑熱ストレスから精母細胞を保護することで，暑熱ストレス依存的な造精機能障害に
対する保護作用を示すことが明らかになった．また，明日葉の精巣保護機能では，カルコン
類が重要な役割を果たしていると考えられる. さらに，明日葉の投与はブタの夏季不妊に対
して有効であることが示されたことから，今後はヒトへの応用を視野に入れた研究も進め
るべきである． 
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Fig. 1 実験系 【造精機能保護効果の評価】 
 条件【A】 
性成熟した雄の ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分け，2 種の Control（未投与）
群と化合物群で飼育した．各種化合物投与 7 日後に暑熱ストレスを負荷し，成熟精子や精
巣を回収後に各種解析を行った．化合物の投与量及び暑熱処理の条件は各 Figure の説明で
明記している． 
 条件【B】 
性成熟した雄の ICR マウスをコントロール群と化合物群に分け，室温で飼育した．各種
化合物の投与 7 日後に精巣を摘出し，各種解析を行った． 
  
【A】 
【B】  
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Fig. 2 暑熱ストレス処理が精細管内生殖細胞に与える影響 
 ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分けた．暑熱処理（42℃, 20 分）から 48 時間後
に精巣を摘出し，ブアン固定した．パラフィン包理後，HE 染色法で染色後，精巣断面を撮
影した． 
 異常精細管は，精母細胞及び精子細胞の脱落した精細管および多角巨細胞が観察される
精細管を指す． 
  
室温処理 
Control 
暑熱処理 
Control  
異常精細管 
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Fig. 3 暑熱ストレス依存的な精細管の損傷に対する明日葉粉末の保護効果 
【A】Figure. 1 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day で明日葉粉末（ACP）
を化合物群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 48 時間後に精巣を摘出し，ブアン固
定した．パラフィン包理後，HE 染色法で染色し，精巣断面を撮影した．精母細胞及び精子
細胞の脱落や多角巨細胞が観察される精細管を異常精細管と定義した． 
【B】各群の異常精細管の割合を計測した．グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統
計処理は Holm-test で行った．  
*P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control 
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Fig. 4 暑熱ストレス依存的な精細の低 bpDNA の増加に対する明日葉の効果 
Figure. 1 の条件【A】で実験を行った．57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化
合物群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 48 時間後に精巣を摘出し，DNA を抽出
した．各群の DNA サンプルをアガロースゲル電気泳動法で分離した．分離したゲルを核酸
染色液で染色後，可視光ゲル撮影システムで撮影した． 
 
  
室温処理 
Control 
① ② 
暑熱処理
Control 
① ② 
暑熱処理 
ACP 
① ② 
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Table２ 暑熱ストレス依存的な造精機能の低下に対する明日葉の効果 
Figure. 1 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合
物群に投与した．暑熱処理（41℃, 15 分）から 28 日後に精巣上体尾部から精子を取り出し，
精子解析システムで各群の精子を測定した． 
各表値は平均値± SE (n=6 or 9)を示している．統計処理は Holm-test 又は Dunnett-test
で行った．  
*P < 0.1, †P < 0.05 vs. 室温処理-Control; ‡P < 0.1, §P < 0.05 vs. 暑熱処理-Control.  
  
  室温処理 暑熱処理 
  Control Control ACP 
精子濃度 (million/ml) 13.7 ± 1.1 8.2 ± 1.4† 15.2 ± 1.6§ 
精子運動率 (%) 71.1 ± 0.9 54.1 ± 6.5† 72.1 ± 2.5§ 
運動精子濃度 (million/ml) 9.8 ± 0.9 5.0 ± 1.3† 11.0 ± 1.3§ 
直線速度 (m/s) 55.7 ± 2.9 40.4 ± 7.2 61.0 ± 3.1§ 
曲線速度 (m/s) 198.6 ± 8.3 154.2 ± 18.9* 209.4 ± 8.4§ 
平均速度 (m/s) 81.8 ± 3.6 62.1 ± 9.1 89.7 ± 3.3§ 
頭部振幅 (m) 4.4 ± 0.2 3.4 ± 0.4* 4.6 ± 0.2§ 
25 m/s 以上の直線速度をもつ精子の割合 (%) 41.7 ± 2.5 26.7 ± 7.3＊ 48.3 ± 3.3‡ 
25 m/s 以上の曲線速度をもつ精子の割合 (%) 66.7 ± 1.5 45.0 ± 8.2* 69.0 ± 2.6§ 
25 m/s 以上の平均速度をもつ精子の割合 (%) 50.3 ± 2.4 33.8 ± 7.6† 56.5 ± 3.2§ 
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Fig.５ 暑熱ストレス負荷が精巣内酸化ストレスレベルに与える影響 
ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分けた．暑熱処理（42℃, 20 分）から 30 分後に
精巣を摘出した．組織用 RIPA バッファーでホモジナイズしてタンパク質を調整後，TBARS
法で過酸化脂質量を測定した． 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Student t-test で行った．  
*P<0.05 vs. 室温処理-Control 
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Fig.６ 明日葉が精巣内抗酸化酵素の発現に与える影響 
Fig. 1 の条件【B】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物群
に投与した．解剖時に精巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した．各ｍRNA 量の発現
評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Student t-test で行った．  
*P<0.05 vs. Control  
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Fig.７ 暑熱ストレス依存的な精巣内の抗酸化酵素の発現に対する明日葉の効果 
Fig. 1 の条件【B】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物群
に投与した．暑熱処理（41℃, 15 分）から 1 時間後に精巣を摘出し，各サンプルの RNA を
調製した．各ｍRNA 量の発現評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Holm-test 又は Dunnett-test で行
った． 
 ＊P<0.05 vs. 室温処理-Control，†P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 8 明日葉が精巣内 Heat Shock Protein と Heat Shock Factor に与える影響 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物群
に投与した．解剖時に精巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した．各ｍRNA 量の発現
評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Student t-test で行った． 
 ＊P<0.05 vs. Control  
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Fig. 9 暑熱ストレス依存的な精巣内 Heat Shock Protein の発現変化に対する 
明日葉の効果 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物群
に投与した．暑熱処理（41℃, 15 分）から【A】３時間後，【B】6 時間後に精巣を摘出し，
各サンプルの RNA を調製した．各ｍRNA 量の発現評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE （【A】n=6【B】n=5-6)を示している．統計処理は Holm-test 又は 
Dunnett-test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control，†P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 10 暑熱ストレス依存的な精巣内 Heat Shock Factor の発現変化に対する 
明日葉の効果 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）をサンプル
投与群に投与した．暑熱処理（41℃, 15 分）から１時間後に精巣を摘出し，各サンプルの
RNA を調製した．各ｍRNA 量の発現評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Holm-test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control，†P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Table 3 暑熱ストレス依存的な産仔数の低下に対する明日葉の効果 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行った．明日葉粉末を 57.5 mg/kg 体重/day で化合物群に投
与した．暑熱処理（41℃, 20 分）から 25 日後に雌マウスと 5 日間交配させた．交配後に雌
マウスを個別飼育し，約 20 日後に生まれた子供を測定した． 
各表値は平均値 (n=6)を示している． 
  
 
 
 
  
母親 1 匹あたり 
室温処理 暑熱処理 
Control Control ACP 
産仔数（匹） 11.71 10.00 11.13 
産仔重量（g） 21.70 17.89 20.04 
生存産仔数（匹） 11.71 9.00 10.88 
生存産仔重量（g） 21.70 16.20 19.56 
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Fig. 11 暑熱ストレス依存的な精細管の損傷に対する XA の効果 
【A】Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール (XA）を 3.0 mg/kg 体重
/day で化合物群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 48 時間後に精巣を摘出し，ブア
ン液で固定した．パラフィン包理後，HE 染色法で染色し，精巣断面を撮影した．精母細胞
及び精子細胞の脱落や多角化巨細胞が観察される精細管を異常精細管と定義した． 
【B】各群の異常精細管の割合を計測した．グラフは平均値± SE (n= 5-7)を示している．
統計処理は Dunnett-test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control 
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Fig. 12 XA が精巣内の抗酸化酵素の発現に与える影響 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール（XA）を 3 mg/kg 体重/day で
化合物群に投与した．解剖時に精巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した．各ｍRNA 量
の発現評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=5)を示している．統計処理は Wilcoxon signed-rank test 又は 
Student t-test で行った．＊P<0.05 vs. Control  
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Fig. 13 XA が精巣内の Heat Shock Protein の発現に与える影響 
Fig. 1 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール（XA）を 3 mg/kg 体重/day で
化合物群に投与した．解剖時に精巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した．各ｍRNA 量
の発現評価は Real-Time PCR 法を用いた． 
グラフは平均値± SE (n=5)を示している．統計処理は Wilcoxon signed-rank test 又は 
Student t-test で行った． 
＊P<0.1 vs. Control  
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Fig. 14 実験系 【梅山豚の夏季不妊に対する改善評価】 
１-２歳の雄の梅山豚を対照群（Control）と明日葉投与群（AL）に分け，夏季に飼育した．
明日葉投与群では通常のエサに明日葉の茎葉粉末を 200 mg/kg 体重/day で混合し，40 日間
投与した．投与前と投与後に射出精子を回収し，精子解析システムで精子機能の評価を行っ
た． 
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Fig. 15 梅山豚の夏季不妊に対する明日葉の効果 
Fig.14 の条件を用いて，200 mg/kg 体重/day のあしたば葉粉末（AL）を投与した．投与
開始時と投与終了後に射出精子を回収し，精子解析システムで各群の精子を測定した． 
グラフは平均値 (n=2, 2)を示している．【A】運動精子濃度【B】頭部振幅 
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第３章 研究課題－２ 
暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する明日葉の改善作用 
 
第１節 研究背景 
ヒトや家畜では，母体への暑熱ストレス暴露が精子に損傷を与え，精子運動機能や受精し
た受精卵の機能低下を引き起こす[6, 88] . 
本論文の成熟精子は, 精巣上体内で成熟が進行し，運動性を獲得した精子を指す. 精巣内
で形態変化を終えた精子は，射精に向けて精子成熟を行うため, 精巣輸出管を通り精巣上体
に運ばれる. 精巣上体に運ばれた精子は，精巣上体の頭部, 体部, 尾部へと迂曲した管内を
移送される. 体部から尾部の移送期間中に, 精巣上体の分泌液による成熟変化が進行すし，
射出精子と同等の運動能や受精能を有する成熟精子が完成する. 各機能を獲得した成熟精
子は精巣上体尾部に貯留され, 射精の機会を待つ. 精巣上体内で頭部から尾部まで移送さ
れる期間はヒトでは約 10－15 日間, マウスでは約 7 日間である. 
ストレス依存的な成熟精子機能低下の研究のモデル実験系として, 暑熱ストレス依存的
な精子機能低下の系がよく用いられる．マウスの先行研究は，暑熱ストレス負荷が精子の
DNA 損傷, 妊娠率の低下，受精卵の発生機能の低下をもたらすことを報告している[89]．一
方で, 暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対する改善効果を示した研究は少ない. 
現在の不妊対策は体外受精や顕微授精などの高度生殖補助医療が施されているが，過度な
配偶子の質の低下はこれらの技術の成功率を低下させると言われている[14]．そのため，保
有する射精精子の機能改善及び向上が男性不妊改善に重要である. 本論文は, 食機能成分
が精子機能障害の改善に有効であると仮説を立てた. 当研究室の先行研究は, オリーブ成
分のオレウロペインが暑熱ストレス依存的な造精機能低下だけでなく，成熟精子機能低下
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を改善することを明らかにしている[35]. 本論文では第２章で，明日葉粉末の投与が暑熱ス
トレス依存的な造精機能に対して保護作用を示すことを明らかにしている．そのため，明日
葉粉末の投与は，成熟精子に対する保護作用が期待できる. したがって，性成熟した雄マウ
スへの短期的な暑熱ストレス負荷実験系を用いて，明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存
的な成熟精子機能障害に対する保護効果に関して検討した. 特に, 明日葉粉末の投与によ
り保護された精子の各種運動機能，受精卵への影響，作用機序に着目した． 
 
第 2 節 研究目的 
「暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対する明日葉の保護効果を検討すること」
を研究目的とした．本章では精巣上体尾部に貯蓄されている成熟精子に焦点をあて，研究
を行った.  
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第 3 節 実験手技 
第１項 材料 
I. 動物 
 動物実験で用いた ICR マウスは，日本チャールズリバーから購入後に自家繁殖させた個
体を用いた. マウス用飼料の MF 粉末は，日本チャールズリバーより購入した. 
 
II. 投与化合物 
各種実験に使用した明日葉粉末は，明日葉カルコンパウダー（ACP）を（株）日本生物.
科学研究所から購入した. キサントアンゲロール（XA）は，筑波大学生命環境系・河村芳恵
研究員より提供を受けた. カルコン量 0.07％の明日葉の葉粉末は，（株）食機能探査研究所
より提供を受けた. 粉末給餌器用カバーは，オリエンタル酵母より購入した. 麻酔に使用し
たペントバルビタールナトリウムは，共立製薬より購入した. 
 
III. 各種アッセイキット 
 過酸化脂質量を測定した TBARS Assay Kit は Cayman Chemical (#A53255)より購入した. 
タンパク定量に使用した BCA TM protein assay kit は Thermo Fisher (#FSQ-201)より購入
した. 
 
第２項 マウス実験 
I. 飼育条件 
雄の 8 週齢の ICR マウスは，コントロール群と化合物投与群に分けた. 化合物投与群は, 
57.5 mg/kg 体重で明日葉粉末を, 3.0 mg/kg 体重でキサントアンゲロールを, 650 mg/kg 体
重で明日葉の葉粉末を粉末飼料に混ぜ, 粉末給餌器で投与した. 各群マウスは室温 23-25℃, 
光周期 12L：12D（午前 7 時に点灯）で飼育した. 
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II. 暑熱処理 
本研究はストレス負荷に暑熱処理を採用し, マウスは室温処理群と暑熱処理群に分けた. 
室温処理群の ICR マウスは化合物非投与（コントロール群）とし，暑熱処理群は化合物投
与群と非投与群（暑熱コントロール群）に分けた．各群のマウスに麻酔薬 ペントバルビタ
ールナトリウムを 40-50 mg/kg 体重で腹腔投与した. 室温処理群のマウスは麻酔後，室温
で静置した. 暑熱処理群のマウスは麻酔後, 身体の下半分を 42℃のお湯に 20 分間暴露した
(Fig.16）． 
 
III. 精子の運動機能評価 
成熟精子を評価するため, 暑熱処理から 24 時間後に精子を解析した. 解剖時に精巣上体
尾部を摘出し, 精子培養バッファー (2.2 mM HEPES, 1.2 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 4.7 
mM KCl, 4.8 mM lactic acid Ca, 5.5 mM d-Glucose, 20 mM sodium bicarbonate and 88 mM 
pyruvic acid）に入れ静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 貯蓄さ
れた成熟精子を搔き出した. 37℃で 15 分間培養後，500 rpm で 1 分間遠心洗浄し, 上清の
精子液を回収した. 精子は SMAS で下記のパラメータを評価した. 精子濃度（Sperm 
concentration）, 精子運動率（Sperm motility）, 運動精子濃度 (Motile sperm concentration）, 
直線速度（Straight-line velocity）, 曲線速度（Curvilinear velocity）, 平均速度（Average path 
velocity）, 頭部振幅（Amplitude of lateral head displacement）, Progressive sperm (直線速
度 50 mm/s 以上かつ直線率 75%以上の精子) 
 
第３項 体外受精 
I. 過排卵処理 
過排卵処理を行うため, 性成熟した雌 ICR マウスに 5 IU 妊馬血清性腺刺激ホルモン
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（PMSG）を腹腔投与した. 投与から 48 時間後に 5 IU のヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈ
CG）を腹腔投与し, 過排卵を誘発させた. 投与から 15 時間後に雌 ICR マウスの卵管膨大
部を摘出し, 3 mg/ml BSA の HTF medium (Irvine scientific, CA, USA）に入れて静置した. 
18G の針で卵管膨大部に 1 ヶ所切りこみを入れ, 貯蓄された排卵卵子を搔き出した. 
 
II. 媒精 
卵子を採取する 1 時間前に, 受精能獲得のために精子の前培養を行った. 解剖時に精巣上
体尾部を摘出し, 3 mg/ml BSA を含んだ HTF medium (Irvine scientific, CA, USA）の中で
静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 貯蓄された成熟精子を搔き
出した. 37℃, ５％CO2 条件下で 30 分間培養後, SMAS で精子濃度を確認した. 
 
III. 受精 
1 時間媒精した精子を 2.0×105 sperm/ml の濃度で採卵した卵子の HTF medium に添加
した. 37℃, ５％CO2 の条件下で 5 時間培養した. 尚, 本実験では雄と雌を 1 対１の組合せ
にし，実験を行った. 
 
IV. 発生 
培養した受精卵をｍHTF medium (3 mg/ml BSA, 1 mM glutamine, 0.1 mM EDTA)に移
した. 37℃, 5% CO2 条件下で 48 時間培養後, 再び新鮮なｍHTF medium に移し, 同条件下
で更に 48 時間培養した. 胚の観察は，受精卵培養から 24 時間後に 2 細胞, 48 時間後に 4 細
胞, 96 時間後に胚盤胞をそれぞれ顕微鏡下で測定した. 
 
第４項 マウス精子実験 
I. 暑熱ストレス負荷試験 
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実験前に 3 mg/ml BSA を含んだ HTF medium (Irvine scientific, CA, USA）を用意した. 
解剖時に精巣上体尾部を摘出し, HTF medium に静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 ヶ
所に切りこみを入れ, 貯蓄された成熟精子を搔き出した. 37℃で 15 分間培養後, 33℃もしく
は 42℃で 20 分間培養した. 500 rpm で 1 分間遠心洗浄し, 上清の精子液を回収した. 精子
は SMAS を用いて下記のパラメータを評価した. 精子運動率（Sperm motility），直線速度 
(Straight-line velocity）， 曲線速度（Curvilinear velocity），平均速度（Average path velocity）， 
頭部振幅（Amplitude of lateral head displacement） 
 
II. 酸化ストレス負荷試験 
実験前に 3 mg/ml BSA を含んだ HTF medium (Irvine scientific, CA, USA）を用意し, PBS
（-）又は H2O2 150 M を添加した. 解剖時に精巣上体尾部を摘出し, 2 種の HTF medium
に静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 貯蓄された成熟精子を搔
き出した. 37℃で 30 分間培養後, 500 rpm で 1 分間遠心洗浄し, 上清の精子液を回収した. 
精子は SMAS を用いて下記のパラメータを評価した. 精子運動率（Sperm motility），直線
速度 (Straight-line velocity），曲線速度（Curvilinear velocity），平均速度（Average path 
velocity），頭部振幅（Amplitude of lateral head displacement） 
 
第 5 項 抗酸化酵素の活性測定 
I. 精巣上体組織からのタンパク調製 
マウスから摘出した精巣上体は貯蓄された精子を除去後, -80℃で保存した. 氷上で融解
後に RIPA Buffer [5 mM EDTA, 0.01% digitonin, 0.25% sodium cholate/PBS (-)]を精巣上
体２個当たり 0.6 ml 加えホモジナイズし, 遠心 (13200 rpm, 10 min, 4℃）後に上清を得た. 
更に同条件で遠心し, タンパク溶液を得た. 
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II. 成熟精子からのタンパク調製 
マウスから摘出した精巣上体尾部から成熟精子を取り出し，37℃環境下で培養した. 遠心
洗浄（500 rpm, 1 min, RT），上清を回収し, 再び遠心（9000 rpm, 3min, 4℃）した. 沈殿の
精子塊は-80℃で保存した. 氷上で融解後に IP Buffer [5 mM EDTA, 0.01% digitonin, 0.25% 
sodium cholate/ PBS (-), 10% glycerol, 1% Triton-X100, 0.2 mM PMSF, 3 g/ml antipain, 
10 g/ml leupeptin, 10 g/ml aprotinin]を 1 個体当たり 0.2 ml 加えホモジナイズし, 遠心 
(15000 rpm, 20 min, 4℃）後に上清を回収し, タンパク溶液を得た. 
 
III. GPｘ活性測定 
 Tris-EDTA (pH 8.0)と DDW の混合物を実験前に用意した. 測定時に 0.1 M GSH, 10 
U/ml glutathione reductase, 2 mM NADPH を加え, 37℃で 2 分間インキュベートした. そ
の後, 各サンプル溶液と 7 mM t-BuOOH を加え, 340 nm で吸光度を測定した. 測定は 37℃
で 300 秒間とし, 経時的な変化を記録した. 酵素活性値は各サンプルの吸光度の変化をタン
パク濃度で割った値とした. 
 
IV. Catalase 活性測定 
Tris-EDTA (pH 8.0)と 10 mM H2O2/50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)の混合
物を実験前に用意した. 37℃で 2 分間インキュベート, 各サンプル溶液を加え, 240 nm で吸
光度を測定した. 測定は 37℃で 300 秒間とし, 経時的な変化を記録した. 酵素活性値は各
サンプルの吸光度の変化をタンパク濃度で割った値とした. 
 
第 6 項 酸化ストレスレベルの検出 
I. 精巣上体組織からのタンパク質調製 
 マウスから摘出した精巣上体は貯蓄された精子を除去後, -80℃で保存した．氷上で融解
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後に RIPA Buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 10% Glycerol, 1% Triton-X100, 0.2 mM PMSF, 
150 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 3 g/ml antipain, 10 g/ml leupeptin, 10 g/ml 
aprotinin]を精巣上体２個当たり 0.4 ml 加えホモジナイズし, 遠心（4200 rpm, 4℃）後に上
清を得た. 更に同条件で遠心し, タンパク溶液を得た. 
 
II. 成熟精子からタンパク質調製 
マウスから摘出した精巣上体尾部から成熟精子を取り出し, 37℃環境下で培養した. 遠心
洗浄（500 rpm, 1 min, RT），上清を回収し, 再び遠心（9000 rpm, 3min, RT）した. 沈殿の
精子塊は-80℃で保存した. 氷上で融解後に RIPA Buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 10% 
Glycerol, 1% Triton-X100, 0.2 mM PMSF, 150 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4,1 
mg/ml sodium dodecyl sulfate, 3 g/ml Antipain, 10 g/ml Leupeptin, 10 g/ml Aprotinin]
を 1 個体当たり 0.2 ml 加えホモジェナイズし, 遠心 (13200 rpm, 20 min, 4℃）後に上清を
得た. 更に同条件で遠心し, タンパク溶液を得た. 
 
III. 過酸化脂質量の測定 
過酸化脂質で各組織の酸化ストレスレベルを評価した. 得られたタンパク溶液を TBARS 
assay kit 付属のプロトコールに従い, 過酸化脂質量の測定を行った. また, タンパク溶液中
の濃度を BCA TM protein assay kit で測定し, 精子 1 mg あたりの過酸化脂質量を算出した. 
各吸光値の測定は Ultra mark (Baio-rad, CA, USA)で行った. 
 
第 7 項 統計処理 
実験結果は, 平均値±SE（Standard Error）で示した. 2 群間のデータは T 検定を用いて
有意差検定を行った. また, 3 群間以上のデータは Holm 検定，Dunnett 検定，Steel 検定を
用いて有意差検定を行った．使用した検定手法は各図および表の説明に明記している．
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P<0.05 のときに有意な差がある，P<0.1 のときに傾向があると判断した. 
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第４節 結果 
第１項 熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対する明日葉投与の効果 
I. 暑熱ストレス依存的な精子運動機能低下に対する明日葉の保護効果 
成熟精子は精巣上体尾部中に貯蓄されるため, マウスへの暑熱負荷は 24 時間後の成熟精
子に影響を与える[62,63]. そこで, 明日葉粉末の暑熱ストレス依存的な成熟精子機能障害に
対する効果を検討するために, 暑熱処理 24 時間後の精子を評価した．結果を Table 4 に示
す. 室温処理のマウス精子と比較し, 暑熱処理のマウス精子では，精子濃度, 精子運動率, 
運動精子濃度, 各種速度, 頭部振幅が有意に低下した. これらの低下に対して, 明日葉粉末
の投与は，精子運動率, 各種速度, 頭部振幅を有意に改善した. 一方で,明日葉粉末の投与は
精子濃度及び運動精子濃度の低下を改善しなかった. 
 
II. 胚発生機能低下に与える影響 
暑熱ストレスを受けた成熟精子は，受精した胚の発生率を低下させる[89]．暑熱ストレス
依存的な精子の胚発生能力低下に対する明日葉粉末の改善効果を検討した．結果を Fig. 17
に示す. 暑熱処理は 2 細胞及び 4 細胞への分化に変化を示さなかったが，胚盤胞への発生率
を有意に低下させた. これに対して，明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な胚盤胞発生
率の低下を有意に改善した. 
 
III. 直接的な熱負荷による精子運動機能低下に対する改善効果 
 熱ストレスを受けた成熟精子は，運動機能の低下することが報告されている[90]．明日葉
粉末の投与がマウスの精子に熱ストレス抵抗性を付与するか検討した．その結果を Fig. 23
に示す. 明日葉粉末の非投与マウスの精子では，42℃の高温培養が精子運動率や平均速度に
変化を与えなかったが，直線速度, 曲線速度, 頭部振幅が有意に低下した. 一方で，明日葉
粉末を投与したマウスの精子は，42℃の高温培養に伴う精子運動能力低下を示さなかった. 
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第２項 暑熱負荷による酸化ストレスの増加に対する明日葉投与の効果 
I. 暑熱負荷が精巣上体及び精子の酸化ストレスレベルに与える影響 
 過酸化水素処理した成熟精子では運動能力が低下することが報告されている[91-92]．第 2
章で，暑熱処理はマウス精巣内の酸化ストレスレベルを上昇させたため，精巣上体でも同様
の作用が考えられる．マウスへの暑熱負荷が精巣上体内の過酸化脂質量に与える影響を Fig.  
18 に示す. 室温処理のマウス精巣上体と比較し, 暑熱処理のマウス精巣上体では過酸化脂
質が有意に増加した.  
 熱ストレスが精子内の酸化ストレスレベルに与える影響を検討するため，Fig. 22 と同条
件で，マウス精子の過酸化脂質量を測定した．結果を Fig. 24 に示す. 33℃培養の精子と 42℃
培養の精子では, 精子内の過酸化脂質量に変化が認められなかった. 
 
II. 精巣上体内の抗酸化酵素の発現レベルに与える影響 
 第２章で，暑熱処理はマウス精巣内の酸化ストレスレベルを上昇させたため，精巣上体で
も同様の作用が考えられる．暑熱ストレス依存的な成熟精子機能障害に対する明日葉粉末
の保護作用に，酸化ストレスの低減が考えられる．そこで，酸化ストレスの低減に重要な抗
酸化酵素に着眼した. 精巣上体内の抗酸化酵素活性の結果を Fig. 19 に示す．明日葉粉末の
投与はマウス精巣上体内のグルタチオンペルオキシダーゼ（GPｘ）の活性を増加させたが，
カタラーゼ（Catalase）に変化を与えなかった． 
 
III. 精子内の抗酸化酵素の発現制御に与える影響 
 酸化ストレスの低減が明日葉粉末の成熟精子への保護作用に関与すると仮定し, 精子内
の抗酸化酵素に着眼した. 成熟精子内の抗酸化酵素活性を測定した結果を Fig. 20 に示す. 
明日葉粉末の投与はマウス成熟精子内 Catalase，GPx, グルタチオン還元酵素（GR）の活性
に変化を与えなかった. 
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IV. 暑熱ストレス負荷による精子内酸化ストレスレベルへの影響 
暑熱処理が成熟精子の酸化ストレスレベルに与える影響を検討した．結果を Fig. 21 に示
す. 暑熱ストレス負荷から 2，6，12，24 時間後のマウス成熟精子では，過酸化脂質量に変
化を示さなかった． 
 
V. 直接的な酸化ストレス負荷による運動機能低下に与える影響 
過酸化水素（H2O2）を含む培地での精子培養は，成熟精子の運動能を低下させる[91-92]．
精巣上体尾部から摘出した成熟精子を過酸化水素入りの培地で培養した結果を Fig. 25 で示
す. H2O2 添加培地での培養は，対照群の Control マウス精子の直線速度, 曲線速度, 頭部振
幅を有意に低下させた. 明日葉粉末を投与したマウスも同様に，H2O2 添加培地での培養が
精子の運動率, 各種速度, 頭部振幅を有意に低下させた. 
 
第３項 キサントアンゲロールが熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に与える影響 
暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対して明日葉の投与が改善効果を示した．
そこで，明日葉の機能成分を明らかにするために，暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低
下に対するキサントアンゲロール（XA）の保護効果を検討した．暑熱処理 24 時間後の精子
を評価した結果は Fig. 26 に示している. 本実験では，妊娠率と正の相関を示す Progressive 
sperm を評価した[93-94]．Progressive Sperm は，50 m/s 以上の直線速度かつ 75%以上直線
率を有する精子と定義されている. 暑熱処理は Progressive Sperm の濃度を有意に減少さ
せたが, XA の投与はこの低下を有意に改善した. 
 
第４項 明日葉の葉粉末が熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に与える影響 
本研究は，明日葉粉末による成熟精子への改善作用を示した．しかし，カルコンを高濃度
で濃縮した明日葉粉末では，実社会への活用に膨大なコストが予測される．そこで，明日葉
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の可食部である“葉”が，暑熱ストレス依存的な成熟精子機能障害に改善作用を示すか検討し
た（Fig. 27）． 室温処理のマウスと比較し, 暑熱処理のマウスでは Progressive Sperm の割
合が有意に低下した. 一方で，明日葉の葉粉末の投与は，この低下を有意に改善した. 
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第５節 考察 
明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対して保護作用を示すと
仮定し, 性成熟雄マウスを用いて, 各種実験を行った. その結果, 明日葉粉末を 57.5 mg/kg
体重で投与することにより, 成熟精子の運動機能や胚発生機能への保護作用が確認された. 
 
第１項 本研究における暑熱ストレス負荷が成熟精子に与える影響 
マウスへの暑熱ストレス負荷は, 24 時間後に精子の運動能低下及び受精した胚の発生機
能を低下させた (Table 4, Fig. 17）．本論文では第 2 章で，暑熱ストレス依存的な造精機能
の低下が熱ストレスと酸化ストレスにより生じると考えている．そこで，本章では，暑熱ス
トレス依存的な成熟精子機能障害は同様の作用機序で生じると仮説を立て，研究をすすめ
た. 
I. 直接的な熱ストレスが精子に与える影響 
培養細胞への温度変化に関する先行研究は, 高温での培養はマクロファージ細胞の DNA
の断片化やミトコンドリアの機能低下を引き起こすことを報告している[95]．また成熟精子
の高温培養は，精子ミトコンドリアの膜電位の減少による運動機能の低下を引き起こす[90]. 
本研究では，暑熱ストレス負荷が，24 時間後の成熟精子の運動能力と胚発生機能を低下さ
せた (Table 4，Fig. 17）．したがって本研究では，暑熱ストレス依存的な精子機能障害は直
接的な熱ストレスが誘導したことが考えられる．また，培養温度の上昇は, 精子の運動機能
を低下させた (Fig. 23）．精子の先行研究は，精子運動機能の低下はミトコンドリアの機能
低下と関連し[96,97]，胚発生機能低下は精子の DNA の断片化と関連すると述べている[98,99]．
これらのことから， DNA とミトコンドリアの損傷が本研究での暑熱ストレス依存的な精
子機能障害に関与することが推測される． 
 
II. 熱ストレス負荷により生じた酸化ストレスが精子与える影響 
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本研究では，マウスへの暑熱処理後が精巣上体内の酸化ストレスレベルを上昇させた 
（Fig. 18）．先行研究は，過酸化水素存在下で培養が精子の DNA の損傷や運動機能の低下
を誘導することを示している[91-92]．したがって，酸化ストレスが本実験条件の暑熱ストレス
依存的な成熟機能精子障害に関与すると考えられる.  
暑熱ストレス負荷が成熟精子の酸化ストレスレベルに影響を与えるか検討したが, 成熟
精子の過酸化脂質量は増加しなかった (Fig. 21）．また，直接的な熱ストレスは，精子内の
酸化ストレスレベルを増加させなかった (Fig. 24）．これらの結果から, 暑熱ストレス負荷
による精巣上体内の酸化ストレスレベルの上昇は，精巣上体組織及び精巣上体内腔液で生
じると考えられる. したがって，暑熱ストレスの負荷は，精子を取り囲む環境内の酸化スト
レスレベルの上昇を通して成熟精子の機能障害を引き起こすと仮定した．本研究では先行
研究[91-92]と同様に，過酸化水素依存的に精子の機能が低下した (Fig. 25）．つまり，成熟精
子は培養環境の影響を多く受けることが考えられる．これらのことから，暑熱ストレス負荷
は精巣上体尾部内の酸化ストレスレベルの上昇をもたらし，成熟精子の機能低下を引き起
こしたと考えられる. 
また，暑熱ストレス依存的に精巣上体内の酸化ストレスレベルが上昇することから，活性
酸素種の増加が関与していることが考えられる．活性酸素種は細胞の機能低下及びアポト
ーシスを誘導する[70]．精巣上体は精子成熟に必要なタンパクを分泌する組織であり[100-102]，
精巣上体の機能低下は精子の運動能を低下させることが知られている[103]. したがって, 暑
熱処理が精巣上体内の活性酸素種の増加を介して，精巣上体組織の機能低下をもたらし，成
熟精子の運動機能を低下させたと考えられる. 
 
第２項 暑熱ストレス依存的な成熟精子機能障害に対する明日葉の保護作用 
明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な成熟精子機能障害を改善した (Table 4, Fig. 
17）．本章の考察第１項より, ２つの作用機序を考察する. 成熟精子はタンパク転写及び翻
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訳機能を持たないため，精巣上体からのタンパク付加に着眼した．マウス精子は精巣で造ら
れた後, 精巣上体管に放出される．放出された精子は精巣上体の頭部から尾部を 7 日間かけ
て通り，運動機能や受精機能を獲得する[104]. この期間に，成熟精子は様々な修飾を受ける
[100-101]． 
I. 熱ストレス耐性の付与 
 明日葉粉末を投与したマウスの精子は，熱ストレス依存的な機能低下を示さなかった（Fig. 
23）．この結果から，明日葉は成熟精子に熱ストレス抵抗性を付与したことが考えられる．
第２章の暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する明日葉の効果では，熱ストレス抵抗
性としてヒートショックプロテイン（HSP）が保護メカニズムに関与することを明らかにし
た．明日葉の成熟精子保護効果も同様の作用機序が考えられるため，HSP に着眼して考察
する．精子成熟過程では, 精巣上体からの HSP70 の付加作用が知られている[100-101].  HSP
に関する先行研究は， HSP70 を発現増加した細胞は高温度の培養から細胞死を抑制するこ
とを明らかにしている[80]. したがって, 明日葉粉末は精子と精巣上体に HSP を介した作用
機序が推測される，精子に着目すると，明日葉が，精巣上体での成熟過程中に HSP70 の分
泌を促進させ，成熟精子に熱耐性を付与したと考えられる. 精巣上体に着眼すると，明日葉
が，精巣上体細胞の HSP 発現増加を介して，精巣上体細胞の働きである成熟機能の維持に
寄与したと考えられる． 
II. 酸化ストレス抵抗性の付与 
 明日葉粉末の投与はマウス精子の抗酸化酵素活性に変化を与えず, 過酸化水素依存的な
機能低下も改善しなかった（Fig. 20, 25）．したがって，明日葉が精子に酸化ストレス抵抗性
を付与したとは考え難い．先行研究は，抗酸化剤との共培養が酸化ストレス依存的な精子機
能低下を改善することを報告している[105]．そこで，明日葉粉末の投与が精巣上体内の暑熱
ストレス依存的な酸化ストレスレベルの上昇を軽減すると仮定した．精巣上体の抗酸化酵
素活性を検討した結果，明日葉粉末の投与が GPｘの活性を増加させた (Fig. 19）．したが
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って, 明日葉は精巣上体細胞内の抗酸化酵素活性の増加を介して, 精巣上体内の酸化スト
レスを軽減し，成熟精子を保護したと考えられる. また, 精巣上体細胞自身の保護を介した
成熟機能の維持が，明日葉の成熟精子機能保護作用に寄与したとも考えられる.  
 
第３項 明日葉の成熟精子機能保護を担う機能性化合物について 
明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な成熟精子への保護作用を示したため, 機能性
成分の探査を行った. カルコンに関する先行研究は，明日葉の機能性成分であるカルコン
類のキサントアンゲロール（XA）は各組織に蓄積されることを明らかにしている[45]．した
がって，XA は精巣上体で保護機能を示すと推測される．XA の投与は, 暑熱ストレス依存的
な Progressive sperm 濃度低下を改善した（Fig. 26）．受胎率と正の相関を示す Progressive 
Sperm[93-94]の改善を示したことから，XA は精子の胚発生能力の改善効果が期待できる．本
研究の第２章では，明日葉の造精機能保護効果の一部を XA が担うことを示唆した. したが
って, 成熟精子及び精巣上体も同様に，暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対する明
日葉の保護作用は XA が一部を担うと推測される. 今後, XA の保護作用をより明確にする
ため, 精子の高温培養や体外受精で評価する必要がある. これらのことから, 暑熱ストレス
依存的な成熟精子機能障害に対する明日葉の保護効果の一部は，XA に依存すると考えられ
る. 
 
第 6 節 本章の結論 
本章の実験で, 明日葉が暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下を改善することを明ら
かにした. 明日葉粉末の投与は精巣上体尾部中の成熟精子に熱耐性を付与し, 精巣上体内
の抗酸化酵素活性を増加させた. また, 明日葉粉末と XA の成熟精子に対する保護作用は類
似していた. 
 以上の研究成果から, 明日葉は精子を取り囲む環境の維持と精子に熱ストレス抵抗性を
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付与することで，暑熱ストレス依存的な成熟精子機能低下に対する改善作用を示すことが
明らかになった．また，キサントアンゲロールが明日葉粉末の成熟精子保護機能の有効成分
であると考えられる． 
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Fig. 16 実験系 【成熟精子保護の評価】 
 条件【A】 
性成熟した雄の ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分け，2 種の Control（化合物未投
与）群と化合物群で飼育した．各種化合物の投与 7 日後に暑熱ストレスを負荷し，成熟精子
や精巣上体を回収後に各種解析を行った．化合物の投与量及び暑熱処理の条件は各 Figure
のキャプションで明記してある． 
 条件【B】 
性成熟した雄の ICR マウスを Control（化合物未投与）群と化合物群に分け，室温で飼育し
た．各種サンプル投与 7 日後に精巣上体及び成熟精子を摘出し，各種解析を行った． 
【A】 
【B】 
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Table 4  暑熱ストレス依存的な成熟精子機能の低下に対する明日葉の効果 
Fig. 16 の条件【A】で実験を行い， 57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 24 時間後に精巣上体尾部から精子を取り出し，
精子解析システムで各群の精子を測定した． 
各表値は平均値± SE (n=7-8)を示している．統計処理は Holm-test 又は Dunnett-test で
行った． 
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.1 vs. 暑熱処理-Control,  
‡P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
 
 
  
 室温処理 暑熱処理 
  Control Control ACP  
精子濃度 (million/ml) 12.3 ± 1.9 4.8 ± 1.0＊ 7.8 ± 1.0† 
精子運動率 (%) 70.8 ± 3.4 51.9 ± 4.2＊ 65.3 ± 3.6‡ 
運動精子濃度 (million/ml) 9.0 ± 1.7 2.8 ± 0.8＊ 5.2± 0.9† 
直線速度 (m/s) 60.7 ± 4.1 40.6 ± 4.3＊ 61.4 ± 5.9‡ 
曲線速度 (m/s) 215.3 ± 9.5 157.2 ± 15.1＊ 203.8 ± 14.3‡ 
平均速度 (m/s) 88.4 ± 5.1 62.6 ± 5.7＊ 90.2 ± 7.9‡ 
頭部振幅 (m) 4.5 ± 0.3 3.4 ± 0.3＊ 4.0 ± 0.2† 
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Fig. 17 暑熱ストレス依存的な精子の胚発生機能低下に対する明日葉の効果 
Fig. 16 の条件【A】で実験を行い, 57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 24 時間後に精巣上体尾部から精子を取り出し，
雌 ICR マウスの排卵卵子を用いて体外受精を行った．受精卵培養から 24 時間後に 2 細胞
期, 48 時間後に 4 細胞期，96 時間後に胚盤胞期の割合を測定した． 
【A】受精卵培養 96 時間後の各群の胚写真 
【B】グラフは平均値± SE (n=5-6)を示している．統計処理は Holm-test 又は Dunnett-
test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control   
室温処理 Control 暑熱処理 Control 暑熱処理 ACP 
【B】 
【A】 
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Fig. 18 暑熱ストレス負荷が精巣上体内の酸化ストレスレベルに与える影響 
ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分けた．暑熱処理（42℃, 20 分）から 2 時間後に
精巣上体を摘出し, 成熟精子を除去した．組織用 RIPA バッファーでホモジナイズしてタン
パク質を調整後, TBARS 法で過酸化脂質量を測定した． 
グラフは平均値± SE (n=5-6)を示している．統計処理は Student t-test で行った．  
＊P<0.05 vs. Control 
 
  
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
Control Control
室温処理 暑熱処理
過
酸
化
脂
質
量
(F
o
ld
 i
n
c
re
a
s
e
)
＊
73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19 明日葉が精巣上体内の抗酸化酵素の活性に与える影響 
Fig. 16 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した．解剖時に精巣上体を摘出後，成熟精子を除去した．各サンプルを組織用 RIPA
バッファーでホモジナイズし，タンパク質を調整後，各抗酸化酵素の活性を評価した． 
各表値は平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Student t-test で行った． 
 ＊P<0.1 vs. Control  
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Fig. 20 明日葉が成熟精子の抗酸化酵素活性に与える影響 
Fig. 16 の条件【B】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した．解剖時に精巣上体尾部から成熟精子を回収した．各サンプルを RIPA バッフ
ァーでホモジナイズし，タンパク質を調製後，各抗酸化酵素の活性を評価した． 
各表値は平均値± SE (n=6)を示している．統計処理は Student t-test で行った． 
＊P<0.05 vs. Control 
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Fig. 21 暑熱ストレス負荷が成熟精子内の酸化ストレスレベルに与える影響 
ICR マウスを室温処理群と暑熱処理群に分けた．暑熱処理（42℃, 20 分）から各時間後に
解剖し，精巣上体尾部から成熟精子を回収した．RIPA バッファーでホモジナイズし，タン
パク質を調整後，TBARS 法で過酸化脂質量を測定した． 
グラフは平均値± SE (2 h n=4; 6 h n=4; 12h n=3; 24h n=3)を示している．統計処理は 
Student t-test で行った． 
＊P<0.05 vs. Control 
 
  
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
1.2
1.4
2 6 12 24
過
酸
化
脂
質
量
(F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
)
(h)
室温処理
Control
暑熱処理
Control
NS
NS
NS
NS
76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22 実験系 【In Vitro での成熟精子保護の評価】 
 条件【A】 
 性成熟した雄の ICR マウスを Control 群（化合物未投与群）と ACP 群（明日葉粉末投与
群）に分けて飼育した．明日葉粉末投与量は 57.5 mg/kg 体重/day で投与した．投与 7 日目
に成熟精子を回収し, 33℃若しくは 42℃の環境で 20 分間の培養を行い，各種解析で評価し
た． 
 条件【B】 
 性成熟した雄の ICR マウスを Control 群（化合物未投与群）と ACP 群（明日葉粉末投与）
に分けて飼育した．明日葉粉末投与量は 57.5 mg/kg 体重/day で投与した．投与 7 日目に成
熟精子を回収し, PBS（-）もしくは H2O2（150 M）を添加した培地で 60 分間の培養を行
い，各種解析で評価した．  
【A】 
【B】 
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Fig. 23 暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する明日葉の効果 
Fig. 22 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を明日葉
粉末投与群に投与した．精子培養から１時間後に精子解析システムで評価した． 
グラフは 33℃で培養した精子との相対値± SE (n=6)を，パラメータ毎に示している．統
計処理は Student t-test で行った． 
【A】MF 粉末を投与した Control 群のマウス精子データ 
【B】明日葉粉末を投与した ACP 群のマウス精子データ 
＊P<0.05 vs. 33℃-Control 
  
【A】 
【B】 
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Fig. 24 暑熱ストレス負荷が成熟精子内の酸化ストレスレベルに与える影響 
Fig. 22 の条件【A】で実験を行った．精子培養１時間後に成熟精子を回収した．RIPA バ
ッファーでホモジナイズし，タンパク質を調整後，TBARS 法で過酸化脂質量を測定した． 
グラフは平均値± SE (n=3)を示している．統計処理は Student t-test で行った．  
*P<0.05 vs. 33℃-Control 
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Fig. 25 酸化ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する明日葉の効果 
Fig. 22 の条件【B】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）をサンプ
ル投与群に投与した．精子培養から 30 分後に精子解析システムで評価した． 
グラフは PBS 添加培地で培養した精子との相対値± SE (n=4)を，パラメータ毎に示して
いる．統計処理は Student t-test で行った． 
＊P<0.05 vs. 33℃-PBS  
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Fig. 26 暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する XA の効果 
Fig.16 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール（XA）を 1.5 mg/kg 体重/day を
化合物群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 24 時間後に精巣上体尾部から精子を取
り出し, プログレッシブ精子（直線速度≧50 m/s かつ直線性≧75％）を精子解析システム
で測定した． 
各表値は平均値± SE (n=6-7)を示している．統計処理は Steel-test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 27 暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する明日葉（葉）の効果 
Fig.16 の条件【A】で実験を行い, 明日葉粉末 （カルコン量 0.07%）640 mg/kg 体重/day
を化合物群に投与した．暑熱処理（42℃, 20 分）から 24 時間後に精巣上体尾部から精子を
取り出し, プログレッシブ精子（直線速度≧50 m/s かつ直線性≧75％）を精子解析システ
ムで測定した． 
各表値は平均値± SE (n=7-8)を示している．統計処理は Holm-test で行った．  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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第４章 研究課題-３ 
暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対する明日葉の改善効果 
 
第１節 研究背景 
老化や肥満, 暑熱ストレスがストレス依存的にヒトや家畜の卵巣機能を低下させ, 産仔
数の低下，排卵数の減少，胚の発生率の低下を引き起こす[11-12]．現在の不妊対策として, 高
度生殖補助医療が施されている．しかし，卵子の質の低下は成功率を減少させることが報告
されており[9]，新たな不妊対策として保有する卵の質の向上が求められている. 
本論文の排卵機能は, 排卵卵子が卵管膨大部に放出させるまでの過程を指す. ヒト卵巣
では新生児期に数十万から数百万存在する卵胞のうち, 排卵に到るのは数百個であり, 残
りの卵胞は未成熟なまま閉鎖するか, あるいは発育を始めても排卵に至らずに閉鎖する. 
卵胞は原子卵胞から一次卵胞, 前胞状卵胞を経て, 胞状卵胞になり, さらに排卵前卵胞へと
発育し, 排卵に至る. 卵胞は, 卵母細胞とそれを囲む顆粒層細胞と莢膜細胞から構成されて
いる. 前胞状卵胞への発育課程は, 性周期に関係なく継続的に起きているが, どの卵胞が排
卵前卵胞に発育するかの選択機構は明らかになっていない. 胞状卵胞では顆粒層細胞の活
発な増殖と機能分化が見られ, 閉鎖卵胞ではその莢膜細胞の離脱やアポトーシスといった
現象が観察される. したがって, 卵胞の発育若しくは閉鎖の運命決定は, 顆粒層細胞の生存
が鍵を握っていると考えられる. また，視床下部による性腺刺激ホルモンの制御異常は排卵
機能の低下に関与することが指摘されている. しかし，先行研究は暑熱ストレス依存的な排
卵障害について，顆粒層細胞の性腺刺激ホルモン感受性の低下を原因とすることを明らか
にしいる[106-107]. そのため本研究は, 排卵機能の研究は顆粒層細胞のみに着眼した. 
本論文の胚発生とは, 受精卵から胚盤胞までの初期発生のことを指し, 精子と卵子の受
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精により生じた胚である受精卵が子宮に着床する以前の発生過程のことである．精子は交
尾により子宮頚管に射出され, 子宮卵管接合部から卵管に入り, 卵管峡部へ移動する. この
移動の間に精子は受精能獲得を行い, 卵管峡部で受精の機会を待つ. 雌で排卵が生じると, 
精子では超活性化運動を生じて，卵管膨大部へ移動する. 一方で卵子は排卵によって卵丘細
胞層に囲まれた状態で卵巣から卵管膨大部に移動し, 滞留している精子と合流する. この
卵管膨大部で, 先体反応等を介した精子の卵子への侵入を経て前核が形成され, 受精完了
となる. 受精卵である初期胚は卵割を繰り返し生じ, 前核形成の約 24 時間後に 2 細胞, 約
48 時間に 4 細胞, 約 96 時間後では胚盤胞へと発生を続ける. 卵管膨大部で生じた初期胚
は，卵割による発生を進めながら卵管を通り子宮付近へ移動する. 胚盤胞までには子宮に移
動し, さらに発生した孵化胚盤胞が子宮に着床する. 近年の技術革新により, 初期発生を体
外で生じさせる，体外受精の技術が確立されており, マウスを用いた基礎研究だけでなく, 
ヒトや家畜への不妊治療として活用されている. 
ストレス依存的な卵巣機能低下の研究では, 胚発生機能及び排卵機能障害の作用機序に
関する解明が進められている. 一方で, ストレス依存的な卵巣機能低下に対する改善作用
を検討した研究は少ない. 本論文では, 卵巣機能の改善に食機能成分の投与が有効ではな
いかと仮説を立てている. 我々の研究室では, オリーブ成分やカテキン類の投与が暑熱ス
トレス依存的な卵巣機能の低下を改善することを報告している[26, 33-34]. また，明日葉ジュー
スおよびその機能性成分であるカルコン類の投与は，暑熱ストレス依存的な排卵機能障害
に対し，顆粒層細胞の保護を介して改善する[51-53]. しかし, 明日葉及びカルコン類の投与が
ストレス依存的な排卵卵子の発生能低下に与える影響は未解明である. したがって, 先行
研究と同様の暑熱ストレス負荷実験系を用いて, 明日葉が排卵卵子に与える影響を検討す
る必要がある. また, 暑熱ストレス依存的な卵巣機能に対する保護効果の作用機序に卵巣
内酸化ストレスの軽減が関与することが知られている[51-53]. しかし, 暑熱ストレス依存的
な卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を，明日葉が抑制する報告は未だない． 
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第２節 研究目的 
「暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対する明日葉の保護作用を検討すること」を研
究目的とした．本章では排卵機能と卵子発生機能に焦点をあて，研究を行った.  
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第 3 節 実験手技 
第１項 材料 
I. 動物 
動物実験で用いた ICR マウスは，日本チャールズリバーから購入後に, 自家繁殖させた
個体を用いた. ウィスター雌ラットは，日本チャールズリバーから購入した. マウス用飼料
の MF 粉末及びラット用飼料の MF 固形飼料は，日本チャールズリバーより購入した．明
日葉の茎葉粉末は，（株）食機能探査研究所より提供を受けた. 
 
II. 投与化合物 
各種実験に使用した明日葉粉末は，明日葉カルコンパウダー（ACP）を（株）日本生物.
科学研究所から購入した. キサントアンゲロール（XA）および４－ヒドロキシデリシン（4-
HD）は，筑波大学生命環境系・河村芳恵研究員より提供を受けた. 粉末給餌器用カバーは
オリエンタル酵母より購入した. 
 
III. 各種アッセイキット 
ATP 測定に使用した Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay は，Promega より
購入した. RNA 抽出に使用した IsogenⅡは，ニッポンジーンから購入した. 過酸化脂質量を
測定した TBARS Assay Kit は，Cayman Chemical より購入した. タンパク定量に使用した
BCA TM Protein assay kit は，Thermo Fisher より購入した. 逆転写反応に利用した
ReverTra Ace qPCR kit は東洋紡から購入した. PCR 反応に利用した KAPA SYBR Fast Kit
は Kapa Biosystems より購入した.  
 
第２項 動物実験 
I. ラット 
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a. 飼育条件 
雌の 21 日齢の Wister ラットは，コントロール群と化合物投与群に分けた. 化合物投与群
では，57.5 mg/kg 体重の濃度で明日葉粉末, 若しくは 3 mg/kg 体重でキサントアンゲロー
ルおよび４－ヒドロキシデリシンをコーンオイルに混ぜて，ゾンデ針を用いて投与した. 各
群ラットは光周期 12L：12D（午前 7 時に点灯）で飼育した. 
 
b. 暑熱処理 
暑熱処理群は 35℃，室温処理群は 25℃で飼育した. 暑熱暴露期間は 96 時間とし, 暑熱開
始は 17：00 とした. 化合物の投与は 7 時間前の 10：00 で, 化合物は毎日同時刻にゾンデ針
を用いて投与した. 過排卵処理は暑熱処理終了 48 時間前から開始した. 
 
c. 排卵卵子数の測定 
過排卵処理を行うため, 雌 Wister ラットに 20 IU 妊馬血清性腺刺激ホルモン（PMSG）
を皮下注射した. 投与から 48 時間後に 20 IU のヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）を皮下
注射し, 過排卵を誘発させた. hCG 投与から 16 時間後に Wister ラットの卵管膨大部を摘出
した. 実体顕微鏡の下，18G の針で卵管膨大部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 貯蓄された排卵
卵子を 0.3 mg/ml ヒアルロニターゼ溶液中に搔き出した. 卵丘細胞を除去後, 排卵卵子数を
計測した. 
 
II. マウス 
a. 飼育条件 
8 週齢の雌 ICR マウスは，コントロール群と化合物投与群に分けた. 化合物投与群は, 11.5 
mg/kg 体重又は 57.5 mg/kg 体重の明日葉粉末, もしくは 1.5 mg/kg 体重でキサントアンゲ
ロールを粉末飼料中に混ぜ, 粉末給餌器用カバーを用いて投与した. 各群マウスは室温 23-
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25℃, 光周期 12L：12D（午前 7 時に点灯）の環境下で飼育した. 
 
b. 暑熱処理 
暑熱処理群は 35℃で飼育し, 室温処理群は通常飼育を続けた. 飼育期間は 144 若しくは
192 時間とし, 暑熱開始は 17：00 とした. 化合物の投与は 24 時間前に開始し, 自由摂取で
投与した. 過排卵処理を行う場合は暑熱処理終了 48 時間前から開始した. 
 
c. 交配試験 
暑熱処理後に, 性成熟した ICR 雄マウスと 1 対１で交配させた. 交配期間は 5 日間とし, 
終了時に雄マウスを除去した. 交配終了時から約 15 日後に雌マウスの出産を毎朝 10 時に
確認し, 確認できた個体から産仔の数, 生存と重量を計測した. 生存産仔重量とは生存した
産仔の重量のみを計測した数値である. 
  
III. 梅山豚 
a. 飼育条件 
塚原牧場株式会社で飼育されて,いる性成熟した雌の梅山豚を 22 頭用いた. 10 頭の対照群
と 1２頭の明日葉投与群に分けた. 明日葉の茎葉乾燥粉末を 40 g/day で明日葉投与群に 25
日間投与した. 投与期間の詳細は Fig. 40 に示す. 発情の 10 日前から明日葉を投与し, 発情
期間に人工授精を行った. 授精期間は 5 日間とし, 妊娠兆候がある個体ものから個別に飼育
し, 明日葉を合計 25 日間投与した. 
 
b. 受胎率の評価 
投与を終えた個体は, 出産時まで通常飼料を用いて飼育した. 受胎率は出産した頭数を
試験頭数で割った値である. 
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第３項 体外受精 
I. 過排卵処理 
過排卵処理を行うため, 雌 ICR マウスに 5 IU 妊馬血清性腺刺激ホルモン（PMSG）を腹
腔投与した. 投与から 48 時間後に 5 IU のヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈCG）を腹腔投与
し, 過排卵を誘発させた. 投与から 15 時間後に雌 ICR マウスの卵管膨大部を摘出し, 3 
mg/ml BSA の HTF medium（Irvine scientific, CA, USA）に静置した. 18G の針で卵管膨大
部に 1 ヶ所の切りこみを入れ, 貯蓄された排卵卵子を搔き出した. 
 
II. 媒精 
 卵子を採取する 1 時間前に，精子の前培養を介して受精能を獲得させた. 解剖時に精巣
上体尾部を摘出し, 3 mg/ml BSA を含んだ HTF medium（Irvine scientific, CA, USA）中に
静置した. 18G の針で精巣上体尾部の 1 か所に切りこみを入れ, 貯蓄された成熟精子を搔き
出した. 37℃, ５％CO2 条件下で 30 分間培養後, SMAS を用いて精子濃度を確認した. 本実
験では精子運動率 80％以上のマウス精子を使用した. 
 
III. 受精 
1 時間媒性した精子を 2.0×105 sperm/ml の濃度に調整し，採卵した卵子の HTF medium
に添加した. 37℃, ５％CO2 の条件下で 5 時間培養した. 尚, 本実験では２個体の雄マウス
精子を混合し, 複数の雌マウスに使用した. 
 
IV. 発生 
培養した受精卵をｍHTF medium (３mg/ml BSA, 1 mM glutamine, 0.1 mM EDTA)に移
した. 37℃, 5% CO2 条件下で 48 時間培養後, 再び新鮮なｍHTF medium に移し, 同条件下
で更に 48 時間培養した. 受精卵培養から 24 時間後に 2 細胞, 48 時間後に 4 細胞, 96 時間後
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に胚盤胞の割合をそれぞれ顕微鏡下で測定し，発生率の評価を行った. 
 
第４項 酸化ストレスレベルの検出 
I. 卵巣組織からのタンパク質調製 
マウスから摘出した精巣は，-80℃で保存した．氷上で融解後に RIPA Buffer [50 mM Tris-
HCl (pH 7.6), 10% glycerol, 1% triton-X100, 0.2 mM PMSF, 150 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 
mM Na3VO4, 3 g/ml antipain, 10 g/ml leupeptin, 10 g/ml aprotinin] を卵巣 1 個当たり
0.4 ml 加えホモジェナイズし, 遠心（4200 rpm, 4℃）後に上清を得た. 更に同条件で遠心し, 
タンパク溶液を得た. 
 
II. 過酸化脂質量の測定 
過酸化脂質で精巣の酸化ストレスレベルを評価した. 得られたタンパク溶液を TBARS 
assay kit 付属のプロトコールに従い, 過酸化脂質量の測定を行った. また, タンパク溶液中
の濃度を BCA TM Protein assay kit で測定し, 卵巣 1 mg あたりの過酸化脂質量を算出した. 
各吸光値の測定は Ultra mark (Baio-rad, CA, USA)を用いて行った. 
 
第 5 項 卵巣内因子の解析 
I. 卵巣組織からの RNA 調製 
マウスから摘出した精巣は, -80℃で保存した. 氷上で融解後に IsogenⅡを精巣 1 個あた
り 800 µl を加えホモジナイズした. 精巣溶液を遠心し (12000 rpm, 15min, 4℃），上清を回
収した. 10 分間静置後, 遠心（12000 rpm, 15 min, 4℃）を行い，上清を回収した.上清と同
量の Isopropanol を加え混合した後, 10 分間静置し, 遠心後（12000 rpm, 10min, 4℃）に沈
殿を得た. 70% Ethanol/DEPC water を加えて, 遠心洗浄（7500 rpm, 5min, 4℃）し, 完全
に除去した. Tris-EDTA を加えて, 完全に溶解した. 
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II. cDNA の作製 
ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technology, DE, USA）で RNA 精度を測定し
た. RNA 1 g 相当を 65℃で 5 分間の熱変性をさせた後, ReverTra Ace qPCR kit 付属のプロ
トコールに従って, 逆転写反応を行った. 作成した cDNA 溶液は, Tris-EDTA で 16 ng/µl
で調製した. 
 
III. Real-time PCR 
KAPA SYBR Fast qPCR kit を反応液とし, ｃDNA 溶液と各種特異的な Primer と共に
7300 real-time PCR system（Kapa Biosystems, CA, USA）に供し, ｍRNA の発現量を測定
した. PCR の条件は 50℃で 2 分間，95℃で 15 秒間反応後, 95℃, 15sec と 60-65℃, 30-60 
sec の 2 工程を 40 サイクル繰り返した. 内部標準は 18S rRNA を使用した．尚，プライマ
ーは Table 1 に示してある. 
 
第 6 項 ATP 量の評価 
I. 排卵卵子の ATP 量測定 
過排卵処理を行うため, 雌 ICR マウスに 5 IU 妊馬血清性腺刺激ホルモン（PMSG）を腹
腔投与した. 投与から 48 時間後に 5 IU のヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈCG）を腹腔投与
し, 過排卵を誘発させた. 投与から 15 時間後に雌 ICR マウスの卵管膨大部を摘出し, 18G
の針で卵管膨大部の 1 ヶ所に切りこみを入れ, 貯蓄された排卵卵子を mHTF medium（3 
mg/ml BSA, 0.3 mM hyaluronidase）に搔き出した. 15 分間培養後に, ３mg/ml BSA 入りの
HTF medium に移動させた. その後, Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 付属
のプロトコールに従い, 472 nm の発光値を測定した. 胚当たりの ATP 量は記録した発光値
を本実験に用いた卵子の数で割った値とした. 
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II. 2 細胞期の ATP 量測定 
 体外受精の胚培養 36 時間後の２細胞期胚を実験に供した. 培養培地から３mg/ml BSA 入
りの HTF medium に移動させた. その後, Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
付属のプロトコールに従い, 472 nm の発光値を測定した. 胚当たりの ATP 量は測定した発
光値を本実験に用いた２細胞期胚の数で割った値である. 
 
第 7 項 顆粒層細胞の生存率評価 
I. 顆粒層細胞の調製 
と畜場（土浦食肉協同組合）より, 健常卵胞を保持している卵巣を選別し, 周辺組織を除
去した. 0.2％ cetyl trimethyl ammonium bromide で卵巣を一度洗浄した後, PBS-PVA
（0.1％ polyvinyl alcohol を含むリン酸緩衝生理食塩水）を用いて組織内に残っている血液
の洗い出しを 2 回行い, 氷上の同液中に浸した. その後, 卵巣組織よりハサミで健常卵胞を
切り出し, ピンセットとハサミを用い顕微鏡下で卵胞の外側の結合組織を除去後, 10％ 
FBS medium（dulbecco’s modified eagle’s medium / nutrient mixture F-12 Ham 培地，100 
U/ml penicillin，100 µg/ml streptomycin，2 mM glucose）中に浸し, 氷上に置いた. PBS-
PVA 液中で卵胞を破り, シート状の顆粒層細胞を 10％血清入り培地中に集めた. 遠心
（2500 rpm, 5 min）で上清を除去後 , タッピングでペレットをほぐした . 1.2 mg/ml 
collagenase を含む 10％ FBS medium を添加し, 37℃で 20 分間反応させた. PBS（-）を加
え, 遠心分離（2500 rpm, 5min）して上清を除去した, タッピングでペレットをほぐし, PBS
（-）で洗いこみながら新しい遠沈管に移し, 遠心分離 (3000 rpm, 5min)して上清を除去し
た. 10％ FBS medium で細胞を懸濁し, Countess™ II FL Automated Cell Counter（Life 
Technologies Japan，Tokyo，Japan）で細胞数を計測後, 1.34×106 cells/well で播種した. 5％ 
CO2, 37℃の条件下で培養を開始し, 24 時間後に PBS（-）で 2 回洗浄を行い, 死細胞を除い
た後に新しい培地に交換して実験に供した. 
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II. 化合物処理 
明日葉根のメタノール抽出液（終濃度 1000 倍希釈）を添加した. 24 時間後に再び PBS (-） 
で 2 回洗浄し, 死細胞や化合物を取り除き, 5%血清入り培地（dulbecco’s modified eagle’s 
medium / nutrient mixture F-12 Ham 培地，100 U/ml penicillin，100 g/ml streptomycin，
2 mM Glucose）に交換した後, 過酸化水素を添加した.  
 
III. 細胞生存率の評価 
過酸化水素添加の 1８時間後に播種した細胞を Trypsin-EDTA で剥がし, trypan blue 染
色液と混合 Countess™ II FL Automated Cell Counter（Life Technologies Japan，Tokyo，
Japan）を用いて細胞の生存率を測定した. 
 
第 8 項 統計処理 
実験結果は, 平均値±SE（Standard Error）で示した. 2 群間のデータは T 検定で有意差
検定を行った. また, 3 群間以上のデータは Holm 検定，Dunnett 検定，Steel 検定で有意差
検定を行った. 使用した検定手法は各図および表のキャプションに明記している. P<0.05
のときに有意に差がある, P<0.1 のときに傾向があると判断した.  
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第４節 実験結果 
第１項 暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対する明日葉の保護効果 
I. 排卵卵子数の減少に対する効果 
 未成熟雌ラットへの暑熱負荷は直腸温度の増加と排卵卵子数の減少を引き起こす[107]. そ
こで, 同実験系における直腸温度と排卵卵子数の相関関係を Fig. 29 に示す. この結果より，
直腸温度と排卵卵子数の関係は，有意な負の相関関係であることが明らかになった.  
明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の減少に与える影響を Fig. 30 に
示す. 室温処理のラットと比較し, 暑熱処理のラットでは排卵卵子の数が有意に低下した. 
明日葉粉末の投与は, 暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の減少を有意に改善した. また，暑
熱処理はラット直腸温度を有意に上昇させたが, 明日葉粉末の投与は抑制しなかった. 
 
II. 卵子発生機能の低下に対する効果 
 夏季環境下の雌ブタの卵子は胚の発生機能が低下すると報告されている[20]．暑熱処理が
マウスの排卵卵子由来の受精卵の発生能力に与える影響を Fig. 31 に示す. 室温処理したマ
ウス卵子と比較して, 暑熱処理したマウス卵子では 4 細胞期および胚盤胞期の発生率低下
が認められた. 一方で, 明日葉粉末を投与したマウス卵子は，暑熱処理した未投与マウスと
比較して, 4 細胞期および胚盤胞期への発生率の改善を示した. 
 
III. 産仔数の低下に対する効果 
夏季環境下で交配した雌ブタは，受胎率が低下する [15]．暑熱処理がマウス産仔数に与え
る影響を Table 5 に示している. 母親 1 匹あたりの産仔数では，マウスの暑熱処理が３匹以
上の減少をもたらした. また, 母親 1 匹あたりの産仔重量も低下した. しかし, 明日葉粉末
の投与は，暑熱処理した未投与マウスと比較して, 母親 1 匹あたりの産仔数で 1.8 匹，生存
産仔数で約 3.3 匹，産仔重量で約 2.6 g, 生存産仔重量で約 5.7 g の改善効果を示した. 
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第２項 暑熱負荷による酸化ストレスの増加に対する明日葉の効果 
I. 卵巣内酸化ストレスレベルの増加に対する効果 
 暑熱ストレス依存的な卵巣機能障害では，体内の酸化ストレスレベルの上昇が関与する
[21,26]．そこで，暑熱処理に伴う卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を調べるため，卵巣内の
過酸化脂質量を測定した結果を Fig. 32 に示す. 室温処理のマウス卵巣と比較し, 暑熱処理
のマウス卵巣では過酸化脂質の有意な増加が示された. 一方で明日葉粉末投与のマウス卵
巣では, 暑熱負荷した未投与のマウス卵巣と比較して過酸化脂質量を有意に低下させた. 
 
II. 卵巣内の抗酸化酵素発現レベルに与える影響 
明日葉粉末の投与は，暑熱負荷に伴う卵巣内酸化ストレスレベルの上昇を抑制した．そこ
で, 明日葉の卵巣保護作用に抗酸化酵素が関与すると仮定した．卵巣内抗酸化酵素のｍRNA
発現量を測定した結果を Fig. 33 に示す. 明日葉粉末の投与は，卵巣内の還元型グルタチオ
ン合成酵素（GSS）， スーパーオキシドジスムターゼ１および２（SOD1，SOD2）の発現
を増加させた. 一方で, 明日葉粉末の投与はグルタチオンパーオキシダーゼ（GPｘ），カタ
ラーゼ（Catalase），ヘムオキシゲナーゼ１（HO-1）の発現に影響を与えなかった. 
 
III. 酸化ストレス依存的な顆粒層細胞の細胞死に与える影響 
 明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な排卵数低下を改善した．そこで, 排卵機能に重
要な卵胞顆粒層細胞に着眼した. 卵胞顆粒層細胞のアポトーシスは排卵機能を持たない閉
鎖卵胞の出現に関与する[106]．また，過酸化水素の添加はブタ顆粒層細胞のアポトーシスを
誘導する[108]．ブタ顆粒層細胞の実験結果を Fig. 35 に示す. 過酸化水素の処理は細胞生存率
を有意に低下させたが，明日葉の抽出液を 24 時間前処理することで有意に改善された. 
 
第３項 卵巣内のヒートショックプロテイン発現レベルに明日葉が与える効果 
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第２章と第３章では，マウスへの暑熱処理は，熱ストレス依存的に生殖障害をもたらすと
考えている．本章でも同様に，熱ストレスの低減が明日葉の卵巣保護作用に関与すると仮定
し, ヒートショックプロテイン（HSP）に着眼した. 卵巣内 HSP のｍRNA 発現量を測定し
た結果を Fig. 34 に示す. 明日葉粉末の投与は, HSP70 の HSPA1A のｍRNA 発現量に変化
を与えなかったが，HSP70 の HSPA2 および HSP40 のｍRNA 発現量を有意に増加させた. 
 
第４項 暑熱ストレス依存的な胚の ATP 量低下に対する明日葉が与える効果 
I. 胚の ATP 量低下に与える影響 
 明日葉粉末の投与は，暑熱ストレス依存的な胚発生機能低下を改善した（Fig. 31）．初期
胚の発生の低下は，胚のミトコンドリア機能の低下が関与する[109]．そこで，マウスへの暑
熱処理が初期胚の ATP 量に与える影響を Fig. 37 に示す. 本研究は，実験手技上の問題か
ら，2 細胞期胚の ATP 量を比較した．暑熱処理は 2 細胞期胚の ATP 量を有意に減少させ
た. また，明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な 2 細胞期胚の ATP 量の低下に対して，
改善効果を示さなかった.  
 
II. 排卵卵子の ATP 量に与える影響 
暑熱ストレス依存的な胚発生率の低下に対し，明日葉粉末の投与は改善効果を示した． 
ATP 量は胚発生に必要であるため，明日葉粉末の投与が排卵卵子内の ATP 量を増加させ
ると仮定した. 排卵卵子の ATP 量を測定した結果を Fig. 36 に示す. 明日葉粉末の投与はマ
ウス排卵卵子の ATP 量に変化を示さなかった. 
 
第 5 項 カルコン類がストレス依存的な排卵機能低下に与える影響 
I. 排卵卵子数の減少に与える影響 
先行研究データの統計処理を著者が行った[52-53]. 明日葉粉末の投与は，暑熱ストレス依存
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的な卵巣機能障害に対する改善作用を示したため，機能性成分のカルコン類に着眼した. カ
ルコン類の投与が暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の減少に与える影響を Fig. 38 に示して
いる. 室温処理のラットと比較し, 暑熱処理のラットでは排卵卵子の数が有意に低下した．
カルコン類であるキサントアンゲロールおよび４－ヒドロキシデリシンの投与は，この低
下を有意に改善した. 
 
II. 卵子発生機能の低下に与える影響 
明日葉粉末の投与は，暑熱ストレス依存的な卵子発生機能の低下に対する改善作用を示
したため，機能性成分のカルコン類に着眼した．暑熱ストレス依存的な受精卵の発生能力低
下に対するカルコン類の効果を Fig. 39 で示す. 暑熱処理は 4 細胞期胚および胚盤胞期胚の
発生率を有意に低下させた. キサントアンゲロールおよび４-ヒドロキシデリシンの投与は, 
暑熱ストレス依存的な 4 細胞期および胚盤胞期への発生率の低下を改善した. 
 
第 6 項 明日葉の投与が梅山豚の夏季不妊に与える影響 
家畜の受胎率は夏季に低下する[15]．暑熱ストレス依存的な卵巣保護機能低下に対する明
日葉の改善作用を大型動物で調べるため , 夏季の梅山豚を用いて検討した. 対照群では
30％の受胎率を示したが, 明日葉投与群の受胎率は 50％を示した. 
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第５節 考察 
 暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対して明日葉粉末の投与が保護効果を示すと仮定
し, 雌マウスおよびラットを用いて, 各種実験を行った. その結果, 明日葉粉末は, 暑熱ス
トレス依存的な排卵機能や胚発生機能の低下に対する改善作用が確認された. 
 
第１項 明日葉の排卵機能保護作用について 
 本研究では, 明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の低下を改善した
（Fig. 30）．当研究室の先行研究は，明日葉ジュースの投与が同様の改善効果を示すことを
報告している[51]．これらのことより，暑熱ストレス依存的な排卵機能障害に対する明日葉
の保護作用をより明確にしたと主張できる．ラットや家畜の暑熱ストレス依存的な排卵障
害では，活性酸素種の増加を介した体内の酸化ストレスレベルの上昇が原因であることが
知られている[21, 26]. また，卵巣特異的な酸化ストレスレベルの上昇は，排卵障害を引き起こ
す[110-111]．本研究の実験系では，暑熱処理がマウス卵巣内の酸化ストレスレベルを有意に上
昇させた（Fig. 32）．したがって，本研究での暑熱ストレス依存的な排卵機能障害は酸化ス
トレスを介すると考えられる．先行研究は排卵機能の改善について，抗酸化剤の N-acetyl-
L-Cysteine (NAC)が有効であることを明らかにしている[112-114]．つまり，酸化ストレス軽減
が排卵機能改善に重要であると考えられる．本研究では，明日葉粉末の投与が暑熱ストレス
依存的な卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を抑制した（Fig. 32）．したがって，卵巣内の
酸化ストレス軽減が明日葉の排卵機能の保護作用に関与することが考えられる． 
 排卵機能障害は, 卵胞内の顆粒層細胞のアポトーシスが健常卵胞を閉鎖卵胞に変化させ
ることで生じる．本研究では，暑熱ストレス依存的に卵巣内の酸化ストレスが上昇したこと
から, 顆粒層細胞を用いて，酸化ストレスに対する明日葉の保護効果を検討した.  過酸化
水素の添加は顆粒層細胞の生存率を低下させたが，明日葉抽出物の添加はこの低下を改善
した (Fig. 35）．当研究室の先行研究は, 暑熱ストレス依存的な排卵障害を改善するヒドロ
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キシチロソールは，顆粒層細胞を H2O2 から保護することを報告している[33,34]. また，明日
葉ジュースが抗酸化酵素を介して，H2O2 から顆粒層細胞を保護することを示している[51]．
これらのことより, 本研究での明日葉の排卵機能保護効果は，酸化ストレスに対する顆粒層
細胞への保護効果が関与することが示唆された．  
また熱ストレスに関する先行研究は，高温での培養が細胞のアポトーシスを誘導するこ
と，熱ストレスを受けた細胞は HSP70 の発現を増加することを述べている[80]．また，ブタ
顆粒層細胞への熱ストレス負荷は，HSP70 である HSPA2 の発現を増加させる[120]．明日葉
粉末の投与は，卵巣内の HSPA2 と HSP70 の補助機能をもつ HSP40 の発現を増加させた
（Fig. 34）．これらのことより，精巣（第２章）と同様に，明日葉が顆粒層細胞を含む卵巣
内に HSP の発現増加を介して熱ストレス抵抗性を付与し，排卵機能の維持に寄与したと考
えられる．今後は，明日葉抽出物の添加が顆粒層細胞の HSP 発現に与える影響を検討する
必要がある． 
 
第２項 明日葉の卵子発生機能保護作用について 
本研究では，マウスへの暑熱処理が排卵卵子の発生機能を低下させた (Fig. 31). 体内の
酸化ストレスレベルの増加は胚発生機能の低下をもたらす[15]. 本研究では，暑熱処理が卵
巣内の酸化ストレスレベルを有意に上昇させた（Fig. 32）．先行研究は過酸化水素存在下で
培養した卵子について，胚発生の機能低下を引き起こすことを示しているが，抗酸化作用を
有するケルセチン，メラトニン，フィコシアニンの共培養はこの低下を改善することを報告
している[109, 115-116]．つまり，卵子を取り囲む環境の酸化ストレスの軽減が，胚の機能向上に
重要である．本研究では，暑熱ストレス依存的な胚の発生率低下を改善した明日葉粉末は，
同条件における卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を抑制した（Fig. 32）．したがって，明
日葉は暑熱ストレス依存的な卵巣の酸化ストレスレベル上昇の抑制を介して発生機能を改
善したことが示唆された. また, 胚盤胞への高い到達率は，着床と出産の成功率を高めるこ
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とが知られており[117]，明日葉粉末の投与は出産率や着床率に良い効果を与えることが期待
できる． 
酸化ストレスに伴う卵子の発生機能障害は, 複数の作用機序でもたらされる[109]. 特に，
胚発生のエネルギー源である ATP は重要である. 胚発生に関する先行研究は, ミトコンド
リアの機能低下が胚発生を低下させると述べている[109, 115]. 本研究は, 暑熱ストレスが胚の
発生率と 2 細胞期胚の ATP 量を低下させることを明らかにした（Fig. 37）．胚発生機能へ
の改善作用を有する明日葉粉末の投与は，この胚の ATP 量の低下を改善せず，マウス排卵
卵子の ATP 量を増加させなかった（Fig. 37, 38）．したがって, 明日葉の卵子発生機能改善
効果では，ATP とは別の要因が考えられる. 各種先行研究は, 酸化ストレスに伴う胚発生障
害に DNA の損傷やオートファジーの過剰促進が関与することを明らかにしている[109，115]. 
今後, 明日葉がこれらの要因に与える影響を検討しなければならない. 
また，熱ストレス依存的に初期胚の発生機能は低下し，熱ストレスを受けた胚は HSP70
の発現を増加する[118]．これは自己防衛のために HSP70 を増加させたことが考えられ，
HSP70 が初期胚の発生に重要であることを裏付けている．明日葉粉末の投与は，卵巣内の
HSPA2 と HSP40 の発現を増加させた（Fig. 34）．したがって，明日葉粉末の投与は保有す
る卵子に HSP を介した熱ストレス抵抗性を付与し，発生機能を維持したことが推測される．
今後は，明日葉が排卵卵子や受精した胚の HSP に与える効果を検討する必要がある． 
 
第３項 卵巣内抗酸化酵素に明日葉が与える効果 
本研究は, 酸化ストレスが排卵機能と胚発生機能を低下させると考えている．明日葉は暑
熱ストレス依存的な卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を抑制した (Fig. 32）．つまり，明
日葉の酸化ストレス軽減作用は卵巣機能の維持に重要であると推測される．酸化ストレス
の軽減作用は，化合物のスカベンジング作用と抗酸化酵素による作用が知られている. しか
し, 明日葉の機能性成分であるカルコン類は DPPH ラジカルスカベンジング作用を示さな
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い．そこで本研究は抗酸化酵素のみに着眼した. 明日葉粉末の投与は，卵巣内の GSS，SOD1，
SOD2 のｍRNA 発現を増加した（Fig. 33）．卵巣の抗酸化酵素に関する先行研究は, 卵巣の
機能は GSS および SOD1 の増加に伴い向上することを報告している[119]．また，メトキシ
クロル濃度依存的な卵巣内の還元型グルタチオンと SOD の濃度低下が，卵巣の酸化ストレ
スレベルの上昇に関与することも報告されている[114]． したがって，明日葉粉末の投与は，
卵巣機能維持に重要な GSS と SOD の発現増加を介して, 卵巣内に酸化ストレス抵抗性を
付与したと考えられる．これらのことから, 明日葉粉末は抗酸化酵素による酸化ストレスレ
ベルの抑制を介して，酸化ストレス依存的な卵巣機能障害を改善したと考えられる. 
 
第４項 明日葉の卵巣機能保護作用を担う機能性化合物について 
暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対して，明日葉が保護効果を示したため, 機能性成
分の探査を行った. キサントアンゲロール（XA）および４－ヒドロキシデリシン（4-HD）
は，暑熱ストレス依存的な排卵機能と卵子発生機能の低下を改善した（Fig. 38）．この改善
効果は明日葉粉末の結果 (Fig. 31）と同等である. 当研究室の先行研究は，XA および４-HD
が抗酸化酵素を介して排卵機能を保護することを示している[51-53]．したがって, 本研究での
カルコン類の胚発生に対する保護作用は, 明日葉粉末と同様の抗酸化酵素を介した卵巣内
の酸化ストレスレベルの軽減作用が関与すると考えられる. また，カルコン類は摂取後に各
器官で蓄積されることを明らかにされており[50]. 卵巣内でも蓄積されたカルコン類が機能
する可能性がある. これらのことから，暑熱ストレス依存的な卵巣機能異常に対する明日葉
の保護効果は，カルコン類である XA および 4-HD が関与すると考えられる.  
 
第 5 項 明日葉の投与による産仔数及び夏季不妊への影響について 
 明日葉粉末の投与は，マウスへの暑熱処理に伴う産仔数の低下を改善した（Table 5）． 産
仔数に関する先行研究は, 喫煙による卵巣内の酸化ストレスレベルの増加が，産仔数の減少
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に関与することを明らかにしている[121]. 本研究は，明日葉の投与が暑熱ストレス依存的な
卵巣内の酸化ストレスレベルの上昇を抑制することを示している（Fig. 35）．したがって，
暑熱ストレス依存的な産仔数低下に対する明日葉の改善作用は，酸化ストレス上昇の抑制
を介したことが考えられ，同条件の実験系で評価した明日葉の胚発生機能の改善作用が反
映されたと推測される． 
明日葉の投与は夏季による受胎率の低下を改善した（Table 6）．この結果より, 明日葉の
卵巣機能保護作用はマウス特有ではないと考えられる. 夏季不妊の改善を報告した研究で
は, ニワトリへの抗酸化剤の投与が暑熱ストレス依存的に増加した酸化ストレスレベルの
低下を介して卵の重量を改善することを示している[32]. 本研究のマウス実験では, 明日葉
粉末の投与が抗酸化酵素を介して，卵巣内に酸化ストレス抵抗性を付与し，暑熱ストレス依
存的な卵巣機能障害を改善したと考えている. したがって, 明日葉の梅山豚における夏季
不妊改善効果は，酸化ストレスの抑制を介した効果であると推測される. 
 
第 6 項 本章のまとめ 
本章で, 明日葉粉末の投与は暑熱ストレス依存的な卵巣機能低下に対する改善作用を示
した. さらに, 明日葉粉末の投与は卵巣内の抗酸化酵素および HSP の発現を増加させた. 
また, 明日葉粉末とカルコン類は卵巣保護機能の類似を示した.  
以上の研究成果から, 明日葉は卵巣内での熱および酸化ストレス抵抗性の付与を介して，
暑熱ストレス依存的な卵巣機能に対する保護作用を示すことが明らかになった. また，カ
ルコン類が明日葉の卵巣保護機能に重要な役割を果たしていると考えられる． 
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Fig. 28 実験系 【卵巣機能の評価】 
 条件【A】 
性成熟した雌の ICR マウスおよび Wister ラットを室温処理群と暑熱処理群に分け, 2 種の
Control（化合物未投与）群と化合物群で飼育した. 排卵の実験系では Wister ラット, その
他の実験系では ICR マウスを用いた. 卵子を用いた実験では, 暑熱ストレス負荷中に過排
卵処理を施し, 排卵卵子を回収して実験に供した. 化合物の投与量および暑熱処理の条件
は各 Figure の説明で明記してある. 
 条件【B】 
性成熟した雌の ICR マウスを Control（化合物未投与）群と化合物群に分け, 室温で飼育し
た.各種サンプル投与 7 日後に卵巣および卵子を摘出し, 各種解析を行った.  
【B】 
【A】 
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Fig. 29 暑熱負荷ラットにおける排卵卵子数と直腸温度の相関関係 
Wister ラットを室温処理群と暑熱処理群に分けた. 暑熱処理（35℃, 96 時間）を行い, 過
排卵処理で卵子を回収し, 計測した. また, 暑熱処理期間内に 1 日 1 回, 計 4 回の直腸温度
の測定を行った.  
グラフは排卵卵子数と直腸温度の平均値の有意な相関関係を示している (n=77). 
統計手法は Pearson product-moment correlation coefficient を用いた. 
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Fig. 30 暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の低下に対する明日葉の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 暑熱処理（35℃, 96 時間）を行い, 過排卵処理で排卵卵子を回収後に計測し
た．グラフは平均値± SE (n=5-6)を示している.統計処理は Dunnett-test で行った.  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 31 暑熱ストレス依存的な卵子発生機能の低下に対する明日葉の効果 
Fig. 28 の条件 【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 暑熱処理（35℃, 192 時間）を行い，過排卵処理で排卵卵子を回収した. 回収
した卵子を雄 ICR マウスの精子とともに体外受精に供した. 受精卵培養から 24 時間後に 2
細胞期, 48 時間後に 4 細胞期，96 時間後に胚盤胞期の割合を測定した.  
【A】受精卵培養 96 時間後の各群の胚写真 
【B】グラフは平均値± SE (n=4-6)を示している. 統計処理は Dunnett-test で行った.  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 32 暑熱ストレス依存的な卵巣内酸化ストレス増加に対する明日葉の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 暑熱処理（35℃, 144 時間）後に解剖し, 卵巣を回収した. 組織用 RIPA 
バッファーでホモジナイズしてタンパク質を調整後，TBARS 法で過酸化脂質量を測定した.  
グラフは平均値± SE (n=6-8)を示している. 統計処理は Dunnett-test で行った.  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control 
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Fig. 33 明日葉が卵巣内の抗酸化酵素の発現に与える影響 
Fig. 28 の条件【B】で実験を行い，11.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 解剖時に卵巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した. 各ｍRNA 量の発現
評価は Real-Time PCR 法を用いた.  
グラフは平均値± SE (n=6)を示している. 統計処理は Student t-test で行った.  
＊P<0.05 vs. Control  
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Fig. 34 明日葉が卵巣内の Heat Shock Protein の発現に与える影響 
Fig. 28 の条件【B】で実験を行い，11.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 解剖時に卵巣を摘出後，各サンプルの RNA を調製した. ｍRNA 量の発現評
価は Real-Time PCR 法を用いた. 
グラフは平均値± SE (n=6, 6)を示している. 統計処理は Student t-test で行った.  
＊P<0.05 vs. Control  
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Fig. 35 酸化ストレス依存的な顆粒層細胞の細胞死に対する明日葉の効果 
 調製した顆粒層細胞を 10％血清存在下で 24 時間培養し, ５％血清培地に交換した. 明日
葉抽出液を終濃度 1000 倍希釈で添加し, 24 時間培養した. その後，抽出液を取り除き過酸
化水素（300 M）を添加した. 18 時間後に細胞生存率を計測した. 
グラフは平均値± SE (n=3)を示している. 統計処理は Holm-test で行った.  
＊P<0.05 vs. Control without H2O2，†P<0.05 vs. Control with H2O2 
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Fig. 36 明日葉粉末の投与が排卵卵子内の ATP 量に与える影響 
Fig. 28 の条件【B】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 解剖 2 日前から過排卵処理を施し，解剖時に排卵卵子を回収した. 20 個以上
の卵子を用いて, 胚一個あたりの ATP 量を測定した. 
グラフは平均値± SE (n=6)を示している. 統計処理 Student t-test で行った.  
＊P<0.05 vs. Control  
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Fig. 37 暑熱ストレス依存的な受精卵内の ATP 量低下に対する明日葉の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末 ACP を化合物群
に投与した. 暑熱処理（35℃, 192 時間）を行い，過排卵処理で排卵卵子を回収した. 回収し
た卵子を雄 ICR マウスの精子とともに体外受精に供した. 受精卵培養から 36 時間後に 2 細
胞期を回収した．20 個以上の受精卵を用いて, 一個あたりの ATP 量を測定した. 
グラフは平均値± SE (n=5)を示している. 統計処理は Dunnett-test で行った. 
 ＊P<0.05 vs. RT-Control, †P<0.05 vs. HEAT-Control  
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Table 5 暑熱ストレス依存的な産仔数低下に対する明日葉の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，57.5 mg/kg 体重/day の明日葉粉末（ACP）を化合物
群に投与した. 暑熱処理（35℃, 192 時間）を行い， 雄 ICR マウスと 5 日間交配させた. 交
配後に雄マウスを個別飼育し, 約 20 日後に生まれた子供を測定した. 
受胎率は交配した母親で出産した母親の割合を示している（n=5-6）．それ以外の表値は
出産した母親 1 匹あたりの数値を平均値 (n=4-5)を示している. 
 
母親 1 匹あたり 
室温処理 暑熱処理 
Control Control ACP 
受胎率 83% 80% 83% 
産仔数 (匹) 12.60 9.25 11.00 
産仔重量 (g) 20.82 17.88 20.52 
生存産仔数 (匹) 12.00 7.75 11.00 
生存産仔重量 (g) 19.82 14.83 20.52 
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Fig. 38 暑熱ストレス依存的な排卵卵子数の低下に対するカルコン類の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール（XA）及び４－ヒドロキシデ
リシン（4-HD）を 3 mg/kg 体重/day を化合物群に投与した．暑熱処理（35℃, 96 時間）を
行い, 過排卵処理で排卵卵子を回収後に計測した. グラフは平均値± SE (n=4-6)を示してい
る. 統計処理は Holm-test で行った.  
＊P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control  
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Fig. 39 暑熱ストレス依存的な卵子発生機能の低下に対するカルコン類の効果 
Fig. 28 の条件【A】で実験を行い，キサントアンゲロール（XA）及び４－ヒドロキシデ
リシン（4-HD）を 3 mg/kg 体重/day を化合物投与群に投与した. 暑熱処理（35℃, 192 時
間）を行い，過排卵処理で排卵卵子を回収した. 回収した卵子を雄 ICR マウスの精子とと
もに体外受精に供した. 受精卵培養から 24 時間後に 2 細胞期, 48 時間後に 4 細胞期，96 時
間後に胚盤胞期の割合を測定した.  
【A】受精卵培養 96 時間後の各群の胚写真 
【B】グラフは平均値± SE (n=6-9)を示している. 統計処理は Holm-test で行った.  
#P<0.05 vs. 室温処理-Control, †P<0.05 vs. 暑熱処理-Control   
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Fig. 40 実験系 【雌梅山豚の夏季不妊改善評価】 
雌の梅山豚を対象群と明日葉投与群に分け, 夏季に飼育した. 明日葉投与群では通常の
エサに加え, 明日葉の茎葉粉末を 40 g/day で 25 日間投与した. 投与 10 日後からデュロッ
ク種の雄豚の精子で人工授精をした. 明日葉投与終了後も飼育を続け, 出産で受胎率を評
価した． 
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Table 6 梅山豚の夏季不妊に対する明日葉の効果 
Fig. 40 の条件で，40 g/day の明日葉の葉粉末を投与した. 人工授精にて妊娠させ，受胎
率を評価した. 
受胎率は出産数あたりの交配数で算出した.  
 
 
 
  
  n 数 受胎率 
対照群 N=10 30% 
明日葉投与群 N=12 50% 
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第 5 章 総合討論 
I. 明日葉の生殖機能保護効果で推測される作用機序 
A) 明日葉の造精機能保護作用 
 第２章では, 暑熱ストレス依存的な造精機能の低下に対し, 明日葉粉末の投与が改善効
果を示した. 本研究の暑熱ストレス依存的な造精機能障害では，酸化ストレスと熱ストレス
依存的な生殖細胞への損傷が関与すると考えられる．したがって，明日葉の保護効果では２
通りの作用機序が考えられる（Fig. 41）．  
第１に，明日葉粉末の投与が精巣内に酸化ストレス抵抗性を付与すると考えられる．先行
研究は, 抗酸化剤の投与が暑熱ストレス依存的な造精機能の低下を改善すること[65]を示し
ている．また，抗酸化酵素が発現増加した精巣では，暑熱ストレス依存的な造精機能低下を
抑制する [68-69]. したがって, 精巣内への酸化ストレス抵抗性の付与は，暑熱ストレス依存
的な造精機能障害の改善に深く関与すると考えられる．本研究で，造精機能の保護作用を示
した明日葉粉末の投与が，精巣内の抗酸化酵素を増加させることを明らかにした．したがっ
て，暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する明日葉の保護作用は，抗酸化酵素の発現を
介して，精巣内の酸化ストレスレベルの上昇を抑制すると考えられる.  
第２に，明日葉粉末の投与は精巣内に熱ストレス抵抗性を付与すると考えられる．先行研
究は，HSP の発現が熱ストレス依存的な細胞死を改善することを報告している[80]．つまり，
細胞への HSP を介した熱ストレス抵抗性の付与は，暑熱ストレス依存的な細胞死に対して
有効である．本研究は，明日葉の投与が HSP の発現量を増加させること, 暑熱ストレス依
存的な HSP の発現低下を抑制することを示した. したがって，暑熱ストレス依存的な造精
機能障害に対する明日葉の保護作用は，精巣内に熱ストレス抵抗性を付与し，熱による生殖
細胞への物理的な損傷を防ぐことが考えられる． 
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Fig. 41 明日葉の造精機能保護作用にて予想される作用機序モデル 
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B) 明日葉の成熟精子機能保護作用 
第 3 章では, 暑熱ストレス依存的な成熟精子機能の低下に対し, 明日葉粉末の投与が改善
作用を示した. 本研究は，暑熱ストレス負荷が精巣上体と成熟精子の機能低下を介して成熟
精子の機能障害をもたらすことを明らかにした．そのため，明日葉の保護効果の作用機序は
２つ考えられる（Fig. 42）.  
第 1 に，明日葉の精子保護効果は精子を取り囲む環境を改善したことが考えられる．本
研究は，暑熱ストレス依存的な精巣上体内の酸化ストレスを確認した. 先行研究は, 抗酸化
剤との共培養が，活性酸素種を含む培地で培養した精子の運動機能や精子の質の低下を報
告している[91-92，105]．本研究では，明日葉粉末の投与が，精巣上体内の抗酸化酵素活性を増
加させた．したがって, 明日葉粉末の投与は，抗酸化酵素の発現増加を介して暑熱ストレス
依存的な精巣上体内酸化ストレスレベルの上昇を抑制し，精子の周辺環境を維持したと考
えられる．また，別の先行研究は，細胞への直接的な熱ストレスの負荷が細胞機能を低下さ
せること[80]，精巣上体の機能障害が精子の機能を低下することを示している[103]．明日葉粉
末の投与は，精子の機能低下を熱ストレスから保護したことから，精巣上体に熱耐性を付与
した可能性がある．これらのことから，明日葉粉末の投与が精巣上体に酸化ストレス抵抗性
と熱ストレス抵抗性の付与を介して，暑熱処理から成熟精子を保護したと考えられる． 
第 2 に, 明日葉は成熟精子に熱ストレス抵抗性を付与したことが考えられる．先行研究
は，熱ストレスの負荷が成熟精子の運動機能を低下させること[90]，熱ストレス抵抗に必要
な HSP は精巣上体通過中に精子へ付加されること[92-93]，HSP が増加した細胞は熱ストレ
スによる機能低下を抑制すること[80]を明らかにしている．本研究では，明日葉粉末を投与
したマウス精子は熱ストレス依存的な運動機能の低下を受けなかった．したがって, 明日葉
粉末の投与は，精巣上体内の精子成熟期間で精子に HSP を介した熱ストレス抵抗性を付与
し，成熟精子を熱から保護したと考えられる.  
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Fig. 42 明日葉の成熟精子機能保護作用にて予想される作用機序 
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C) 明日葉の卵巣機能保護作用 
第 4 章では, 暑熱ストレス依存的な卵巣機能の低下に対し, 明日葉粉末の投与が改善作用
を示した. 本研究は，暑熱処理が酸化ストレスと熱ストレスを介して卵巣機能障害をもたら
すと考えている．したがって，明日葉の保護作用は２つの作用機序への関与が考えられる
（Fig. 43）． 
第 1 に，明日葉の卵巣保護効果は卵巣内への酸化ストレス抵抗性の付与を介すると考え
られる．先行研究は, 抗酸化作用を有する NAC やメラトニン等の投与が酸化ストレスの軽
減を介して，暑熱ストレス依存的な卵巣障害や胚発生機能障害を改善している[109. 111-113, 116]．
つまり，卵巣内に酸化ストレス抵抗性を付与することが暑熱ストレス依存的な卵巣機能障
害の改善に重要である．本研究では，卵巣機能を改善する明日葉粉末の投与が，卵巣内の抗
酸化酵素の発現を増加させ，暑熱ストレス依存的な卵巣内酸化ストレスレベルの上昇を抑
制した．したがって, 明日葉粉末の投与は，抗酸化酵素を介して卵巣内に酸化ストレス抵抗
性を付与し, 暑熱ストレス依存的な卵巣機能障害を改善したと考えられる.  
第 2 に, 明日葉の投与が，卵巣内に熱ストレス抵抗性を付与したと考えられる. 熱ストレ
ス負荷を行った先行研究は，ラット顆粒層細胞の死に伴う排卵卵子数の低下[107]，胚の発生
率の低下[118]を報告している．また，熱ストレス抵抗に必要な HSP は顆粒層細胞及び卵子
内に存在すること[118, 120], HSP の増加した細胞は，熱ストレスによる機能低下を抑制する[80]
ことが示されている．本研究では，卵巣機能の改善作用を有する明日葉粉末の投与はマウス
卵巣の HSP 発現量を増加させた．したがって, 明日葉粉末の投与は，卵巣及び保有する卵
子内に熱ストレス抵抗性を付与し，各卵巣機能を熱ストレスから保護したと考えられる.   
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Fig. 43 明日葉の卵巣機能保護作用にて予想される作用機序 
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II. 研究限界と今後の課題 
A) 明日葉の造精機能保護作用 
 本研究は，暑熱ストレス依存的な造精機能障害に対する明日葉の保護作用を検討するた
め, 酸化ストレスに着眼した. 第 2 章で，暑熱ストレス依存的な精巣内の酸化ストレス増加
を示したが, 明日葉粉末の投与による酸化ストレスレベルの上昇抑制作用の検証は行えて
いない. 本研究は，明日葉粉末の投与がマウス精巣内の抗酸化酵素の発現を増加させること
を示している．したがって，明日葉粉末の投与が，暑熱ストレス依存的な酸化ストレスレベ
ルの上昇を抑制すると推測される. 今後，過酸化脂質を指標に検討する必要がある. 
また本研究は，明日葉粉末の投与が精巣内の抗酸化酵素や HSP を増加させた．特に，
HSPA2 や HSPA1L は精母細胞だけでなく，精子細胞や精原細胞に存在する[83]．したがっ
て，本研究での各 HSP の発現増加が，パキテン期精母細胞のみに生じると正確に明示でき
ていない. 今後，免疫染色法を用いて各細胞のマーカーと各因子の二重染色観察等を用いて，
明らかにする必要がある. 
 
B) 明日葉の成熟精子保護機能 
本研究は，暑熱ストレス依存的な成熟精子の機能低下に対する明日葉の保護作用を検討
するために, 酸化ストレスに着眼した. 第 3 章では，暑熱ストレス依存的な精巣上体内の酸
化ストレス増加を示したが, 明日葉粉末の投与による暑熱ストレス依存的な酸化ストレス
レベルの上昇に対する抑制作用は示せていない. 本研究で明日葉粉末の投与は，精巣上体内
の抗酸化酵素活性を増加させた．したがって，明日葉粉末の投与が，精巣上体内での暑熱ス
トレス依存的な酸化ストレスレベルの上昇を抑制すると推測される. 今後, 過酸化脂質を
指標として測定する必要がある.  
また本研究は，明日葉の投与が精子に熱ストレス抵抗性を付与することを明らかにした．
しかし，その作用機序は未解明である. 先行研究は，成熟精子が精巣上体内で HSP の付加
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作用を受けること[101]，HSP が増加した細胞は熱由来の機能低下を受けないこと[80]を報告
している．したがって, 成熟精子のタンパク評価を用いて HSP の精子への付加を検討する
必要がある．また，精巣上体における HSP の変化も同様に検討すべきである． 
本研究は，暑熱ストレス依存的な成熟精子への作用として精子濃度の低下を示した
（Table 4）．明日葉粉末の投与が改善作用を示さなかったため，第 3 章の考察では触れなか
ったが，ここで見解を述べる．暑熱ストレス依存的な成熟精子の濃度低下は，造精機能低下
に伴い生じると考えられている．しかし，本研究は暑熱ストレス負荷 24 時間後に測定して
おり，造精機能との関連は皆無と考えられる，成熟精子に関する先行研究は，精巣上体での
成熟精子の減少にファゴサイトーシスが関与すると述べている[122]．本研究では暑熱ストレ
ス負荷が異常精子を増加させたことで，ファゴサイトーシスの活性化が生じたと考えてい
る．今後，更なる研究を進め，明らかにする必要がある． 
  
C) 明日葉の卵巣機能保護作用 
本研究は，明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な排卵卵子の胚発生機能低下を改善
することを示した．その改善作用を検討するため受精卵の ATP 量に着眼したが，明日葉粉
末投与による ATP 量の改善作用は認められなかった. 酸化ストレス依存的な胚の発生率の
低下は ATP 依存的ではなく，過剰なオートファジーや DNA 断片化も関与することが知ら
れている[109]．本研究での，明日葉粉末の投与は，卵巣内の酸化ストレス抑制を介して胚発
生機能の保護作用を示した．したがって，今後，明日葉が酸化ストレス依存的な初期胚の
DNA 断片化や過剰なオートファジーに与える影響を検討する必要がある. 
本研究は明日葉粉末の投与が卵巣内の抗酸化酵素や HSP の発現を増加させると示した．
しかし，この増加は卵巣全体で測定した結果であり. 顆粒層細胞や卵子に影響を及ぼしてい
ることを明確に示せていない．今後, 免疫染色法を用いて各細胞のマーカーと各因子の二重
染色観察を行い，明らかにする必要がある. 
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D) 明日葉の機能成分の探索 
 我が国の機能性食品では，機能性成分の明示が必要である. 本研究は明日葉の生殖機能改
善効果を明らかにした．その機能性成分は，男性不妊ではキサントアンゲロール，女性不妊
ではキサントアンゲロール及び４-ヒドロキシデリシンであることを示した. 明日葉の機能
成分はこれらのカルコン類以外に，クマリン等が知られている[36]． 本研究の第 2 章の考察
より，キサントアンゲロールのみが明日葉の生殖機能保護作用を担うとは考え難い．したが
って，複数の機能性化合物が同時に機能し，複数の分子機序を動かして役割を担うと考えら
れる. 今後，これらの化合物を用いて生殖機能保護作用を検討し, 機能性食品としての明
日葉の価値を高める必要がある. 
 
E) 他の生殖機能障害への影響 
 本研究は男性不妊の中でも，造精機能と成熟精子の機能に着眼した. これらに加え, 男性
不妊では勃起不全などの射精障害がある．勃起不全とは，陰茎内血管の一酸化窒素の産生低
下がもたらすことが知られている．射精は精子の採取に重要な役割を持つため，不妊に関す
る研究の重要な課題であるが，射精障害に対する明日葉の改善作用は明らかにしていない. 
しかし明日葉の先行研究が，血管内皮細胞の一酸化窒素産生機能を増加させることを報告
している[43]． したがって，明日葉は勃起不全の改善も期待できる. 今後，実験系の作成と
ともに検討する必要がある. 
 本研究は女性不妊の中でも, 排卵機能と排卵卵子の発生機能に着眼した. これらに加え, 
女性不妊では性周期の遅延が知られている. 当研究室の先行研究が, 明日葉粉末の投与は
暑熱ストレス依存的な性周期の遅延を改善することを示している．しかし，改善に関する作
用機序は未解明な点が多い．今後，研究に邁進し，明らかにする必要がある． 
 
F) 性ホルモンへの影響 
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 本論文では，生殖障害に対する明日葉の改善作用を検討するために，精巣と卵巣の生殖細
胞と顆粒層細胞に着眼した. 生殖障害の研究は，視床下部と性ホルモンへの影響に着眼した
ものが多く見受けられる. 夏季の家畜飼育では，雌家畜での性腺刺激ホルモン放出ホルモン
及び黄体ホルモン内分泌低下が論じられている[18]．雄マウスを用いた研究では，暑熱スト
レス負荷が精巣内テストステロン濃度を減少させることを明らかにしている[59]．これらの
報告は，内分泌機能の低下が生殖器官の機能を低下させることを述べている. しかし，本研
究は明日葉の投与が暑熱ストレス依存的な生殖細胞の機能低下を改善すること雌雄ともに
明らかにしたことから，明日葉を投与したマウスでは暑熱ストレス依存的なホルモン異常
は生じていないと推測される．本研究は，血中や各生殖器官でのホルモン濃度の検証は行え
ていないため，今後は各器官の性ホルモン濃度を測定する必要がある[106]． 
 
G) ヒトへの応用 
 本研究は，げっ歯類及び梅山豚を用いて明日葉粉末の投与が暑熱ストレス依存的な生殖
障害を改善することを示した. しかし，本研究はヒトへの改善作用を検討できなかった．ヒ
ト不妊の原因では体内の酸化ストレスの増加が考えられており， 増加した活性酸素種が生
殖機能不全を引き起こすことを報告している[5,12]．本研究で，各生殖器官の酸化ストレスの
軽減作用が明日葉の生殖機能改善効果に重要であると考えている. したがって， 明日葉は
ヒト不妊を改善できると期待される. 今後，ヒト臨床試験で不妊に悩む人々に対する明日葉
の投与を行い, 男女の生殖障害改善作用を検討する必要がある. 
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III. 食機能成分と生殖機能改善作用 
 本研究は, 明日葉の投与が暑熱ストレス依存的な生殖障害に対する効果を検討した. そ
の結果, 明日葉は雌雄の生殖障害を改善する可能性を見出した. そこで, 本研究を通して見
出された２点の疑問について述べる． 
 
[1] 他の生殖障害に与える明日葉投与の影響 
 本論文では, 暑熱ストレス依存的な精巣機能障害や卵巣機能障害に対する明日葉の保護
作用を検討し，明日葉粉末が暑熱ストレス依存的な生殖障害を改善することを明らかにし
た．しかし，生殖障害は暑熱ストレスのみに由来せず，加齢, 肥満, 喫煙や精神的なストレ
ス等を原因とすることが報告されている[5,12]．各種先行研究は，様々な生殖障害に対する食
機能成分の改善効果を示している．赤ワイン成分であるレスベラトロールの投与は，ダイオ
キシン及び甲状腺異常に伴う精子機能障害を改善する[123-124]．白茶の投与は肥満に伴う精巣
機能障害を改善すると示している[125]．抗酸化作用が知られているスルフォラファンの投与
は，糖尿病由来の造精機能障害を改善すると報告されている[126]．コエンザイム Q10 の投与
は，男性不妊患者の精子機能を改善することを明らかにしている[127-128]．これらの食機能成
分は，各種ストレスによる生殖器官の酸化ストレスレベル上昇を抑制することにより，生殖
機能障害を改善している．本研究は，明日葉粉末の投与が精巣，精巣上体，卵巣に酸化スト
レス抵抗性を付与すると考えている．これらのことから, 明日葉は. 各種ストレスから生じ
るヒトの生殖機能障害の改善に有効であることが期待できる． 
本研究は，梅山豚を用いて明日葉の夏季不妊改善作用を示した．家畜の夏季不妊はブタだ
けではなく，ウシやニワトリなど様々な家畜で生じている．これらの夏季不妊は体内での酸
化ストレスレベルの増加が原因であり，現在の家畜への夏季不妊対策に抗酸化剤であるビ
タミンの投与が行われている．これは体内及び生殖器官内の酸化ストレスを軽減すること
を目的としている．本研究は，明日葉が生殖器官内に抗酸化作用を付与することを示してい
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る．したがって，様々な家畜の夏季不妊対策に有効であると考えられる． 
これらのことから，明日葉は，酸化ストレスに起因する生殖障害の改善に幅広く有効であ
ると考えられる． 
 
[2] 明日葉の生殖機能障害への応用性 
本研究により, 暑熱ストレス依存的な生殖障害に対する明日葉の改善作用が示唆された．
そこで，実社会への応用性を追求した. 本研究で用いた明日葉粉末は，茎からカルコン類を
抽出した後に粉末化しているため, カルコン類を高濃度で含んだ粉末である. 実社会への
応用は，コスト面から考えて現実的ではない. ヒトでは明日葉の葉を可食部とするが, 家畜
では葉と茎を可食部とする. そこで低濃度カルコン量を含む明日葉の葉粉末 (カルコン量 
0.07%)を用いて成熟精子への保護作用を検討した（Fig. 27）．650 mg/kg 体重の投与は，暑
熱ストレス依存的な Progressive Sperm の割合低下を改善した（Fig. 27）．これは 50 kg の
ヒトが 32 g の明日葉を食べる計算となり, 明日葉一束の約６分の１量に相当する. また家
畜では，600 kg の牛がエサを 30 ㎏食べると仮定すると, エサに対して 0.13％混合すればよ
い計算となる. したがって, 本論文における明日葉の研究成果は応用へ現実性を帯びた研
究であるといえる．また，今回改善した Progressive Sperm は受胎率と正の相関を示すため, 
受精後の胚発生にも良い効果が期待できる．さらに，造精機能や卵巣機能でも，高カルコン
濃度の明日葉粉末と同様の保護効果が期待できる.  
したがって，明日葉は，ヒトや家畜の不妊改善に有効であり，不妊対策の新たなアプロー
チといえる，また，明日葉は保有する精子や卵子の機能をストレスから保護することから，
従来の不妊対策であるステップアップ法と組み合わせることで，不妊対策の向上に大きく
貢献できると確信している． 
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結論 
 
 本研究は，暑熱ストレス依存的な造精機能，成熟精子の機能，排卵機能および受精卵の機
能低下に対して，明日葉の摂取が改善効果を示すことを明らかにした．この成果は，不妊改
善の新たなアプローチとして，明日葉の摂取が有効であることを示している．したがって，
明日葉は我が国が抱える少子化問題の解決や家畜の食肉安定供給への貢献に寄与すること
が期待できる． 
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